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Resumen  
 
Las células T reguladoras (Treg) han cobrado un gran 
protagonismo en los últimos años dado su papel clave en procesos de 
autoinmunidad, alergias, tolerancia a trasplantes, etc. Sin embargo, se 
han realizado pocos estudios sobre el papel de estas células en niños. 
Pensamos que la inmadurez inmunológica en las primeras etapas de 
vida podría afectar a la homeostasis de células Treg, lo cual podría 
tener repercusiones sobre la homeostasis del sistema inmune y en la 
incidencia de determinadas patologías de la infancia. 
Esta memoria se centra principalmente en estudiar en muestras de 
cordón el desarrollo de Treg a lo largo de la gestación y estudiar el 
papel de estas células en la incidencia de alergia, u otras patologías del 
sistema inmune como el síndrome de DiGeorge. Los resultados del 
estudio han demostrado que la población de Treg se genera muy 
precozmente mostrando valores elevados en el neonato. Los altos 
niveles de Treg durante la gestación estarían implicados en permitir la 
tolerancia materno-fetal, pero también podrían asociarse a la linfopenia 
observada en neonatos, especialmente en prematuros. Los resultados 
también muestran que una deficiencia de Treg puede tener 
consecuencias a largo plazo para el correcto desarrollo del sistema 
inmunológico. El análisis inmunológico realizado en niños con Síndrome 
de DiGeorge, en los que la función tímica está alterada, demuestra una 
clara deficiencia en células Treg que podría asociarse con una mayor 
historia proliferativa y posible senescencia en la población de linfocitos 
T, y una mayor incidencia de enfermedades autoinmunes. Por último, en 
esta memoria se demuestra que las Treg juegan un papel clave en los 
procesos alérgicos y que la desensibilización a alérgenos alimentarios 
en niños está asociada a una recuperación de la población Treg y de 
una nueva subpoblación de linfocitos T CD4 hipo-proliferativa.  
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Summary  
 
Regulatory T cells (Treg) have acquired a big interest in the last 
years due to their pivotal role in immune disorders, such as allergy, 
autoimmune disorders, etc. However, there are few studies about the 
role of these cells in children. The immune system in children is very 
different to adults, and the immaturity of immune system in children 
could affect to the Treg population, which could have an impact in the 
immune homeostasis and in the incidence of some paediatric diseases. 
In this study we have investigated in cord blood samples the 
development of Treg population during pregnancy. We also investigated 
the role of Treg in allergy and other pathologies of immune system such 
as DiGeorge syndrome. The results demonstrated that Treg are 
generated early during the pregnancy, and neonates born with high 
Treg values, notably preterm newborns. The high Treg values observed 
participate in the feto-maternal tolerance but could also be related to 
the lymphopenia observed in neonates. In addition, the results indicate 
that a Treg deficiency could have an impact at long term for the correct 
immune development. The immune analysis performed in children with 
DiGeorge syndrome, in which thymic function is impaired, showed a 
marked impairment in Treg population that could be related to the 
increased proliferation and senescence of T lymphocytes, and could be 
implicated in a higher incidence to autoimmune diseases. Finally, in this 
study we have also showed that Treg play a key role in allergic disorders, 
and the tolerance to food allergens in children is related with a recover 
of the Treg subset and a new hypo-proliferative population of CD4 T 
cells. 
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1.  INTRODUCCIÓN 
 
El término INMUNIDAD deriva de la palabra latina immunitas, 
término que designa la protección ofrecida a los senadores romanos 
como defensa frente a cualquier acción judicial durante el ejercicio de 
su cargo. En un sentido histórico, inmunidad significaba protección 
contra la enfermedad y, más en concreto, contra una enfermedad 
infecciosa. Las células y las moléculas responsables de su ejecución 
constituyen el sistema inmunitario (también denominado inmunológico 
o inmune), y su reacción conjunta y coordinada frente a la entrada de 
sustancias ajenas se denomina respuesta inmunitaria (1). 
La función fisiológica del sistema inmunitario consiste en la 
defensa contra los microorganismos infecciosos. Sin embargo, incluso 
una sustancia ajena que no tenga carácter infeccioso puede despertar 
una respuesta inmunitaria (sería el caso de los procesos alérgicos). 
Asimismo, aquellos mecanismos que en condiciones normales protegen 
a las personas de las infecciones y eliminan las sustancias ajenas, en 
algunas circunstancias también pueden reaccionar frente a moléculas 
propias y son capaces de provocar una lesión tisular o una enfermedad 
autoinmune. Por tanto, una definición más global de la respuesta 
inmunitaria señala que es una reacción desplegada tanto frente a 
microorganismos como a macromoléculas, del tipo de las proteínas y 
los polisacáridos, y a pequeños compuestos químicos que sean 
reconocidos como ajenos con independencia de las consecuencias 
fisiológicas o patológicas que pueda acarrear una reacción de esta 
clase. La inmunología es el estudio de las respuestas inmunitarias en 
este sentido más amplio, así como de los fenómenos celulares y 
moleculares que suceden después de que un organismo tropiece con 
un patógeno y con otras macromoléculas ajenas. 
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El principal cometido del sistema inmunitario sería por tanto 
proteger al individuo frente a los patógenos, y ser capaz de distinguir 
entre lo propio y lo ajeno, evitando las respuestas auto-reactivas o 
autoinmunes. Además, las respuestas inmunitarias inicialmente 
dirigidas frente a un patógeno pueden resultar perjudiciales para el 
individuo si la proliferación de estas células o la producción de señales 
químicas no se mantienen bajo un estricto control. Por ello, estas 
respuestas están sometidas a diversos mecanismos de control, que 
sirven para que el sistema inmunitario retorne al estado de reposo 
cuando la respuesta frente a un determinado antígeno se hace 
innecesaria. Se denominaría homeostasis inmune al equilibrio 
adecuado entre las distintas poblaciones y mecanismos de respuesta 
que componen el sistema inmunitario. Los mecanismos que conducen a 
esta homeostasis serían responsables por un lado de que el sistema 
inmunitario vuelva a su estado basal al finalizar una respuesta 
inmunitaria, y por otro lado de mantener constantemente los niveles 
adecuados de cada población inmunitaria para poder reaccionar 
eficazmente frente a cualquier agresión. En la homeostasis inmune 
participan tanto diversas poblaciones celulares que pueden ejercer 
tareas de control, como moléculas tales como las citoquinas que 
pueden tanto inhibir como estimular las respuestas inmunes o la 
proliferación de células.  
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1.1.  Componentes celulares del sistema 
inmunitario 
 
La primera fase de cualquier respuesta inmunitaria consiste en el 
reconocimiento del patógeno o del material extraño para poder iniciar 
después una reacción destinada a eliminarlo. A grandes rasgos, las 
respuestas inmunitarias se pueden dividir en dos categorías: las 
respuestas inmunitarias innatas y las respuestas inmunitarias 
adaptativas (2). La inmunidad innata aporta la primera línea de defensa 
frente a los patógenos, mientras que la inmunidad adaptativa aparece 
como respuesta a una infección y se adapta a ella (Figura 1). La 
diferencia más importante que existe entre ambos tipos de respuesta 
es que las respuestas inmunitarias adaptativas presentan una alta 
especificidad con respecto a un determinado patógeno. Además, las 
respuestas innatas no se modifican tras la exposición repetida a un 
determinado agente infeccioso, mientras que la intensidad de las 
respuestas adaptativas aumenta al ir aumentando el número de 
exposiciones al mismo agente patógeno. Tanto las respuestas innatas 
como adaptativas están mediadas principalmente por los leucocitos, 
entre los que se distinguen diversas poblaciones con características y 
funciones distintas que se explicarán a continuación. 
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Figura	   1.	   Inmunidad	   innata	   y	   adaptativa.	   Los	   mecanismos	   de	   la	  
inmunidad	   innata	   aportan	   la	   primera	   línea	   de	   defensa	   contra	   las	  
infecciones.	  Las	  respuestas	  inmunitarias	  adaptativas	  surgen	  más	  tarde	  y	  
consisten	  en	  la	  activación	  de	  los	  linfocitos.	  (Imagen	  tomada	  de	  (1)).	  
	  
	  
1.1.1.   La inmunidad innata 
 
La inmunidad innata (también llamada inmunidad natural o 
espontánea) está constituida por unos mecanismos de defensa 
celulares y bioquímicos ya instaurados incluso antes de contraerse la 
infección, y preparados para responder con rapidez una vez producida 
(Figura 2). Estos mecanismos sólo reaccionan ante los patógenos (y los 
derivados de las células dañadas), y responden básicamente de la 
misma manera cada vez que se repite una infección. Los principales 
componentes de la inmunidad innata son los siguientes: 1) barreras 
físicas y químicas, como los epitelios y las sustancias antimicrobianas 
formadas en sus superficies; 2) células fagocíticas (granulocitos, 
Rafael Correa Rocha  Introducción 
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macrófagos) y linfocitos citotóxicos naturales o “natural killer” (NK); 3) 
proteínas sanguíneas, como los factores del sistema del complemento y 
otros mediadores de la inflamación; y 4) unas proteínas denominadas 
citoquinas, que regulan y coordinan muchas de las actividades de las 
células inmunitarias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  2.	  Componentes	  principales	  de	  la	  inmunidad	  innata.	  	  
 
 
1.1.1.1 Células fagocíticas 
Un grupo importante de Ieucocitos son las células fagocíticas, 
entre las que se encuentran los monocitos, los macrófagos y los 
granulocitos (también llamados polimorfonucleares). Estas células se 
unen a los microorganismos, los ingieren y los destruyen. Como los 
sistemas de reconocimiento que utilizan son primitivos y carentes de 
especificidad, y les permiten unirse a una amplia variedad de 
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productos microbianos, estos leucocitos son mediadores de 
respuestas inmunitarias innatas (1, 2). 
Los fagocitos mononucleares.  
El grupo más importante de células fagocíticas de vida larga 
pertenece a la estirpe de los fagocitos mononucleares. Todas 
estas células proceden de las células madre de médula ósea, y 
su misión es capturar, ingerir y destruir partículas, entre las que 
se encuentran los agentes infecciosos. Para ello, las células 
fagocíticas se encuentran situadas estratégicamente en lugares 
en los que tienen mayores posibilidades de capturar dichas 
partículas. Por ejemplo, las células de Kupffer recubren los 
sinusoides hepáticos, a través de los que fluye la sangre, 
mientras que las células A sinoviales recubren la cavidad sinovial. 
Las células de esta estirpe que circulan en la sangre se 
denominan monocitos. En un momento dado, estas células 
migran hacia los tejidos, en donde se transforman en 
macrófagos tisulares. Estas células presentan antígenos a los 
linfocitos T muy eficazmente, aunque la célula que desempeña 
con mayor eficacia esta función de presentación de antígenos a 
las células T es otro tipo de fagocito mononuclear que es la 
célula dendrítica. Las células dendríticas cumplen un cometido 
importante en las respuestas innatas a las infecciones, 
concretamente las células dendríticas plasmocitoides están 
especializadas en la respuesta celular temprana a las infecciones 
víricas. Estas células reconocen virus endocitados y producen 
interferones de tipo 1, que poseen una potente actividad 
antivírica. Además, las células dendríticas desempeñan una 
misión decisiva en las respuestas de la inmunidad adaptativa al 
capturar los antígenos microbianos y presentárselos a los 
linfocitos T. 
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Los granulocitos.  
Los granulocitos son células de la sangre caracterizadas por 
la manera en que se colorean los orgánulos de su citoplasma. Se 
les conoce como leucocitos polimorfonucleares, debido a las 
formas variables de núcleo que pueden presentar. Sin embargo, 
este término no es del todo adecuado ya que sólo es correcto 
para los neutrófilos y no para los basófilos ni los eosinófilos. 
Existen tres tipos de granulocitos: neutrófilos, eosinófilos y 
basófilos. Sus nombres derivan de las características 
coloraciones que adoptan por la sustancia que se utiliza para 
colorear los orgánulos de la célula. 
Los neutrófilos constituyen el 
tipo de leucocito más abundante en 
sangre en el ser humano, 
representando en torno al 45-75% 
del total de células. Su principal 
función es la fagocitosis de bacterias 
y hongos. Es una célula muy móvil y 
su consistencia “gelatinosa” le facilita 
atravesar las paredes de los vasos 
sanguíneos para migrar hacia los tejidos, ayudando en la 
destrucción de bacterias y hongos, y respondiendo a estímulos 
inflamatorios. Durante el inicio agudo de la inflamación, 
particularmente como resultado de la infección bacteriana, son 
unos de los primeros migrantes hacia el sitio de inflamación 
dirigidos por señales químicas como la interleuquina (IL) -8 (IL-8) 
o el interferón-γ (IFN-γ). La liberación de los neutrófilos desde los 
vasos sanguíneos esta condicionada por la liberación de 
histamina (producida por los mastocitos) y TNF-α (liberado por 
macrófagos), que actúa sobre las células del endotelio del vaso y 
permite el paso de los neutrófilos al tejido.  
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Los eosinófilos constituyen entre el 2-4% del total de 
leucocitos en sangre. Los eosinófilos interaccionan con otras 
células por la expresión de múltiples receptores en su superficie. 
Además, son células fagocitarias que demuestran especial 
afinidad por los complejos antígeno-anticuerpo. Los eosinófilos 
pueden regular la respuesta alérgica y las reacciones de 
hipersensibilidad mediante la neutralización de la histamina por la 
histaminasa, y a su vez producir un factor inhibidor derivado de 
los eosinófilos para inhibir la desgranulación de las células 
cebadas o de los basófilos, que contienen sustancias vasoactivas. 
Los eosinófilos juegan un papel de defensa frente a 
microorganismos no fagocitables, poseen una función citotóxica 
(por sus proteínas granulares), inmuno-reguladora (por las 
citoquinas que libera) y son capaces de participar en la 
reparación y remodelación tisular (liberando TGF-β). Los 
mecanismos de acción de los eosinófilos mejor estudiados tienen 
que ver con la alergia y en la defensa contra parásitos. Sus 
receptores para IgE permiten su fijación a los parásitos 
recubiertos previamente por esta inmunoglobulina, 
capacitándoles para destruir sus larvas, como ocurre en la 
esquistosomiasis o bilharziasis. 
Los basófilos son el tipo celular menos abundante en sangre 
constituyendo en torno al 0,5% del total de leucocitos. Tienen 
una participación activa en la respuesta inflamatoria, a través de 
la liberación de histamina, serotonina en bajas concentraciones, 
y otras sustancias químicas, además de poseer receptores para 
el fragmento Fc de la IgE, que es determinante en los procesos 
alérgicos. Se considera que los basófilos serían los responsables 
del inicio de la respuesta alérgica. 
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1.1.1.2 Células NK 
Las células natural killer o NK son una estirpe celular relacionada 
con los linfocitos, que reconoce las células infectadas o células 
tumorales y responde mediante su destrucción directa y la secreción 
de citoquinas inflamatorias (1). Esta población constituye el 5-20% de 
las células mononucleares presentes en sangre. Estas células no 
destruyen los microorganismos patógenos directamente, teniendo 
una función más relacionada con la destrucción de células infectadas 
o que puedan ser cancerígenas (Figura 3). No son células fagocíticas. 
Destruyen las otras células a través del ataque a su membrana 
plasmática, provocando una difusión de iones y agua hacia el interior 
de la célula que aumenta su volumen interno hasta un punto de 
ruptura en el cual ocurre la lisis. Las células asesinas tienen la 
capacidad de reconocer células infectadas por un virus, o las células 
tumorales que han sufrido transformaciones malignas. Son capaces 
de identificar qué células son propias del hospedador y cuales son 
foráneas. Esto ocurre debido a que los receptores de membrana de 
la célula NK detectan la presencia de las moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase 1 o moléculas de 
histocompatibilidad en este tipo de células dañadas, y receptores 
inhibidores en las células sanas. Este sistema sencillo de 
reconocimiento de las células sanas y de las células dañadas es muy 
eficaz. Además de la eliminación directa de células infectadas, las NK 
producen IFN-γ, que activa a los macrófagos para suprimir los 
patógenos ingeridos. A tenor de su fenotipo de superficie y estirpe, 
las NK no son ni linfocitos T ni B, ni tampoco expresan receptores del 
antígeno de distribución clonal, como las inmunoglobulinas o los 
receptores de los linfocitos T (TCR). La activación de las células NK 
está regulada por un equilibrio entre las señales generadas a partir 
de los receptores activadores, que reconocen sus ligandos sobre las 
células agredidas y estimulan la tirosina kinasa, y de los receptores 
inhibidores que reconocen las moléculas de clase 1 del MHC y 
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activan la tirosina fosfatasa. La expansión de las células NK y su 
funcionalidad también puede ser inducida o estimulada por las 
citoquinas IL-15 e IL-12. 
 
 
 
 
 
 
 
	  
	  
Figura	   3.	   Función	   de	   las	   células	   NK	   en	   la	  
destrucción	  de	  células	  infectadas	  o	  dañadas.	  
	  
1.1.1.3 Citoquinas 
Las citoquinas son moléculas diversas que transmiten señales 
entre los linfocitos, los fagocitos y otras células del organismo. El 
término citoquina se aplica a un gran número de moléculas 
diferentes, cuya misión es transmitir señales entre células en el 
curso de una respuesta inmunitaria. Todas las citoquinas son 
proteínas o péptidos, y algunas llevan adosados azúcares 
(glicoproteínas). Las citoquinas se pueden clasificar en distintos 
grupos (2): 
Interferones (IFN). Estas citoquinas son especialmente 
importantes para evitar la diseminación de ciertas infecciones 
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víricas. Algunos interferones (IFN-α e IFN-β) son producidos por la 
propia célula infectada; el IFN-γ es producido por determinadas 
células T activadas. Los IFN inducen resistencia frente a los virus en 
las células de los tejidos no infectados. Se producen en las fases 
iniciales de la infección y constituyen la primera línea de defensa 
frente a muchos virus. 
Interleuquinas (IL). Las interleuquinas son un extenso grupo de 
citoquinas (desde la IL-1 a la IL-35) que son producidas 
fundamentalmente por las células T, aunque los monocitos y algunas 
células tisulares también producen algunas de ellas. Ejercen 
funciones muy variadas, pero la misión de la mayoría de ellas es 
inducir la proliferación y diferenciación de otras células. Cada 
interleuquina actúa sobre un tipo de células concreto, que expresan 
los receptores adecuados para esa interleuquina. 
Factores estimuladores de colonias (CSF). Los CSF (del inglés 
colony stimulating factors) intervienen en la multiplicación y 
diferenciación de las células madre de médula ósea y de los 
precursores de los leucocitos. La proporción de los distintos tipos de 
células que se producen en un momento dado depende, en parte, de 
la proporción de los diferentes CSF presentes. Algunos CSF también 
promueven procesos de diferenciación posteriores, que se producen 
una vez que las células han abandonado la médula ósea. 
Otras citoquinas. Entre éstas se encuentran los factores de 
necrosis tumoral TNF-α y TNF-β (del inglés tumour necrosis factor), 
que ejercen diversos efectos, aunque son especialmente importantes 
en las reacciones inflamatorias y citotóxicas. 
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1.1.2.   La inmunidad adaptativa 
 
A diferencia de la inmunidad innata, las respuestas inmunitarias 
adaptativas son estimuladas por la exposición a los microorganismos 
infecciosos, y su magnitud y capacidad defensiva crece con cada 
exposición sucesiva a un patógeno determinado (1). Es decir, el sistema 
inmunitario adaptativo “recuerda” al agente infeccioso, y es capaz de 
impedir que provoque una enfermedad. Por ejemplo, en el caso de 
enfermedades como el sarampión y la difteria, se producen respuestas 
adaptativas que inducen una inmunidad frente a la enfermedad que 
persiste durante el resto de la vida del individuo. El sistema inmunitario 
adaptativo tiene la capacidad de reconocer una gran cantidad de 
sustancias microbianas y no microbianas y de reaccionar frente a ellas. 
Además, posee unas dotes extraordinarias para distinguir entre los 
distintos microorganismos y moléculas, incluso los muy afines entre sí, y 
por esta razón también recibe la denominación de inmunidad 
específica. Los principales componentes de la inmunidad adaptativa 
son los linfocitos y sus productos de secreción, como los anticuerpos 
(Figura 4). En cambio, las sustancias ajenas que suscitan una respuesta 
inmunitaria específica o que constituyen el blanco de tales respuestas 
se denominan antígenos. 
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Figura	   4.	   Componentes	   principales	   de	   la	   inmunidad	  
adaptativa.	  	  
	  
	  
1.1.2.1 Linfocitos B 
Los linfocitos B constituyen el 5-15% del conjunto de linfocitos 
circulantes, son las únicas células capaces de producir anticuerpos, y 
son por tanto las responsables de la inmunidad humoral (1, 2). Los 
anticuerpos reconocen los antígenos microbianos, neutralizan la 
capacidad patógena de los microorganismos y los marcan como una 
diana para su eliminación por diversos mecanismos efectores. La 
inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa contra los 
microbios extracelulares y sus toxinas, debido a que los anticuerpos 
segregados pueden unirse a ellos y contribuir a su destrucción. La 
respuesta de los linfocitos B a los antígenos requiere la llegada de 
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unas señales activadoras procedentes de los linfocitos T CD4+. Los 
linfocitos B ingieren los anticuerpos, los degradan y exhiben sus 
péptidos ligados a las moléculas del MHC para su reconocimiento 
por parte de los linfocitos T CD4+ que a continuación activan a los 
propios linfocitos B. Tras su activación, una parte de la descendencia 
que procede de los clones expandidos de linfocitos B prolifera y se 
diferencian en células plasmáticas que segregan diversas clases de 
anticuerpos. Los antígenos de tipo polisacárido o lipídicos estimulan 
principalmente la secreción de anticuerpos de clase IgM. Los 
antígenos proteínicos, inducen la producción de anticuerpos de tipo 
IgG, IgA o IgE. Los anticuerpos IgG recubren a los microorganismos y 
los marcan para favorecer su fagocitosis, ya que los fagocitos 
(neutrófilos y macrófagos) expresan receptores para las IgG. La IgG 
también es capaz de atravesar la placenta confiriendo protección al 
neonato hasta que su sistema inmunitario sea maduro. 
 
1.1.2.2 Linfocitos T 
Los linfocitos T o células T son los principales mediadores de la 
inmunidad celular. Estas células presentan una especificidad 
restringida hacia los antígenos, reconociendo únicamente antígenos 
peptídicos unidos a moléculas MHC y expresados en la superficie de 
otras células, pero no antígenos solubles (1). Las células T se 
desarrollan a partir de sus precursores en el timo, que adquieren la 
capacidad para reconocer antígenos mediante la adquisición de 
receptores de superficie específicos o TCR (del inglés T-cell receptor). 
Existen dos tipos de TCR bien definidos; uno es un heterodímero 
compuesto por dos polipéptidos (α y β) unidos por enlaces disulfuro; 
el otro presenta una estructura parecida, pero los polipéptidos que lo 
integran son γ y δ. Ambos tipos de TCR se encuentran asociados con 
un conjunto de cinco polipéptidos, el complejo CD3, que formaría el 
complejo receptor de las células T (TCR-CD3). Aproximadamente, un 
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90-95% de las células T sanguíneas son del tipo αβ, mientras que el 
5-10% restante expresan γδ. Los linfocitos T constan de distintas 
poblaciones desde el punto de vista funcional; las que están mejor 
caracterizadas son los linfocitos T colaboradores o Th (del inglés 
helper) y los linfocitos T citotóxicos o Tc. 
Los linfocitos T colaboradores reconocen a sus antígenos 
cuando están unidos a moléculas MHC de clase II y se definen por la 
expresión en superficie del marcador CD4, por lo que también se les 
denomina linfocitos T CD4 (TCD4+). Los linfocitos TCD4+ tras la 
estimulación antigénica se activan, proliferan y se diferencian a 
células efectoras cuya función está mediada básicamente por la 
producción de citoquinas. Una de las primeras respuestas de los 
TCD4+ consiste en la secreción de IL-2, que es un factor de 
crecimiento que actúa sobre los linfocitos ya activados por un 
antígeno y estimula su proliferación (expansión clonal). Una parte de 
su descendencia se diferencia en células efectoras capaces de 
segregar toda una colección de citoquinas distintas que actúan en 
distintos tipos celulares, como células B y macrófagos. Estas CD4 
efectoras abandonan los órganos linfoides donde surgieron y 
emigran hacia los focos de infección afectados por una inflamación 
concomitante. Cuando las células efectoras diferenciadas vuelven a 
encontrarse con el patógeno asociado, quedan activadas para 
ejercer las funciones responsables de su eliminación. Algunos 
linfocitos TCD4+ producen IFN-γ, que constituye un potente activador 
de macrófagos, en los que induce la producción de sustancias 
microbicidas, favoreciendo la destrucción de los patógenos 
asociados al antígeno que han reconocido. Otros TCD4+ segregan 
citoquinas que estimulan la producción de anticuerpos de tipo IgE y 
activan a los eosinófilos, que tienen la capacidad de eliminar aquellos 
parásitos demasiado grandes para su fagocitosis.  
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Los linfocitos T citotóxicos reconocen a sus antígenos cuando 
están asociados a moléculas MHC de clase I y se definen por la 
expresión del marcador CD8, por lo que también se conocen como 
linfocitos T CD8 (TCD8+). Los linfocitos TCD8+ activados proliferan y 
se diferencian en linfocitos T citotóxicos encargados de destruir las 
células productoras de antígenos extraños, como las que están 
infectadas por patógenos intracelulares. Estos patógenos pueden ser 
virus que hayan infectado numerosos tipos celulares, o bacterias 
ingeridas por los macrófagos pero que han aprendido a escapar de 
las vesículas fagocíticas y llegar al citoplasma (donde no están al 
alcance de la maquinaria destructora de los fagocitos, que se 
encuentra básicamente restringida a las vesículas). Mediante la 
destrucción de las células infectadas, los linfocitos TCD8+ son 
capaces de eliminar los reservorios de la infección controlando su 
propagación. 
Existen diferentes subpoblaciones funcionales de células 
TCD4+ y TCD8+ αβ dependiendo de su fenotipo o su estado 
funcional. De esta manera se definen linfocitos T vírgenes o naive, 
que son aquellos que se han formado en el timo y todavía no se han 
encontrado con el antígeno, por lo que su grado de activación o 
actividad efectora es bajo. Los linfocitos naive al encontrarse con el 
antígeno se activan expresando marcadores de activación y pueden 
diferenciarse a células efectoras que ejercerían su función 
principalmente mediante la secreción de citoquinas. Parte de las 
células que se han activado pueden diferenciarse en células de 
memoria longevas, que son capaces de sobrevivir durante años 
después de la infección. Estas células son más eficaces que los 
linfocitos naive a la hora de combatir a los patógenos, ya que 
representan una reserva ampliada de linfocitos específicos frente a 
un antígeno en cuestión, y responden contra el antígeno con mayor 
rapidez y eficacia que las células indiferenciadas. Por esta razón, la 
generación de respuestas memoria constituye uno de los objetivos 
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de la vacunación. En la Figura 5 se muestra un esquema de cómo se 
desarrolla la respuesta de linfocitos al encontrarse con el antígeno y 
como se generan las células memoria. 
Además se pueden definir distintos tipos de linfocitos 
dependiendo de las citoquinas que producen. De esta manera, dentro 
de la población TCD4+ se han definido distintos patrones de 
secreción de citoquinas que definirían subtipos celulares con 
funciones diferentes. Las células de tipo Th1 secretan IL-2, TNF-α e 
IFN-γ, y llevan a cabo funciones relacionadas con la citotoxicidad y las 
reacciones inflamatorias locales. Por tanto, estas células son 
importantes en la lucha contra patógenos intracelulares como virus, 
bacterias y parásitos. Las células de tipo Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 
e IL-13 y estimulan con mayor eficacia a las células B para que 
proliferen y produzcan anticuerpos, por lo que su función principal es 
la lucha frente a patógenos libres o circulantes. Más recientemente 
se han definido nuevos tipos de TCD4+ como las Th9 implicadas en 
la inmunidad frente a parásitos, Th17 implicadas en la inmunidad 
frente a bacterias extracelulares e infecciones por hongos, etc. 
Además dentro de la población TCD4+ se ha identificado una 
subpoblación de células que tendrían un carácter supresor de las 
respuestas inmunes. Estas células T reguladoras (Treg) juegan un 
papel clave en la homeostasis inmune, y dado que es uno de los 
principales sujetos de estudio de esta memoria se explicarán en 
detalle en el siguiente apartado. 
Todas estas subpoblaciones celulares, subtipos y fenotipos de 
células naive, efectoras, memoria, etc. pueden estudiarse debido a 
que los distintos tipos celulares expresan marcadores en su 
superficie que los identifican. Tal y como se explica en el apartado 
3.3, el análisis mediante citometría de flujo de estos marcadores 
permite cuantificar cada una de estas poblaciones. 
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Figura	   5.	   Fases	   de	   las	   respuestas	   inmunitarias	   adaptativas.	   (Imagen	  
tomada	  de	  (1))	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1.2.  Células T reguladoras (Treg) 
 
El principal cometido del sistema inmunitario sería por tanto 
proteger al individuo frente a los patógenos, y una de sus cualidades es 
la capacidad de distinguir entre lo propio y lo ajeno. En el timo, las 
células que pueden ser potencialmente auto-reactivas son eliminadas, 
conduciendo a la generación de un repertorio de linfocitos T en la 
periferia que es en general auto-tolerante. A pesar de la eficacia de esta 
selección negativa, en la mayoría de los individuos aparecen células 
auto-reactivas. Sin embargo, las enfermedades autoinmunes son 
infrecuentes, lo que sugiere que existen otros mecanismos capaces de 
controlar estas células T auto-reactivas en periferia. 
 
 
1.2.1.   Definición de células Treg 
 
El control de la tolerancia periférica se mantiene gracias a 
mecanismos como la delección, anergia e ignorancia. Además, existen 
otros mecanismos de tolerancia más “activos” que operan a través de 
la generación de células T inmuno-reguladoras. En la actualidad está 
ampliamente aceptado que el sistema inmune normal posee una 
población de células Treg especializadas en la supresión inmunológica. 
Este mecanismo de supresión fue descrito por Nishizuka y Sakakura en 
los años 60 (3), pero no ha sido hasta mediados de los 90, cuando 
Sakaguchi y colaboradores las identificaron como responsables de la 
inhibición de la autoinmunidad, que estas células han cobrado 
protagonismo (4, 5). En principio, se descubrió que algunas células 
TCD4+ eran capaces de suprimir procesos de autoinmunidad en 
animales normales. La caracterización de esta población de células 
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TCD4 capaces de suprimir la autoinmunidad reveló que expresaban 
constitutivamente la molécula CD25, la cual permitía distinguirlas de 
otras células T, estudiar su desarrollo, en particular su desarrollo 
tímico, y que caracterizaba su potente actividad inmunosupresora tanto 
in vivo como in vitro. Este marcador también permitió identificar células 
Treg en humanos que poseían similares características fenotípicas y 
funcionales.  
Estudios posteriores mostraron que las células Treg CD4+CD25+ 
expresan de forma específica el factor de transcripción Foxp3 (6, 7), y 
que alteraciones genéticas en Foxp3 son responsables de 
enfermedades autoinmunes e inflamatorias en roedores y humanos al 
afectar al desarrollo y función de las células Treg. Estos 
descubrimientos ponen en evidencia que las células Treg, que vendrían 
definidas por los marcadores Foxp3+CD25+CD4+ (Figura 6), son un 
componente celular indispensable del sistema inmune normal y juegan 
un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento de la auto-
tolerancia y la homeostasis inmunológica. Estas células presentan un 
gran potencial, y pueden ser explotadas para su uso clínico en el 
tratamiento de enfermedades inmunológicas y en el control fisiológico y 
patológico de las respuestas inmunes (Revisado en (4, 5, 8)). 
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Figura	   6.	   Marcadores	   y	   receptores	   para	   citoquinas	  
presentes	  en	  las	  células	  Treg. 
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1.2.2.   Función de las células Treg 
 
En cuanto a sus mecanismos de acción, las células Treg suprimen 
la proliferación in vivo de las células T vírgenes y su diferenciación a 
células T efectoras. También pueden suprimir la función efectora de 
células TCD4+ y TCD8+ diferenciadas, así como la función de células 
NK, células B, macrófagos, osteoclastos y células dendríticas (revisado 
en (9, 10)). In vitro, cuando se co-cultivan células Treg y células T, y se 
estimulan por antígeno en la presencia de células presentadoras de 
antígeno, las Treg suprimen la proliferación y la producción de citocinas 
(en particular IL-2) de las células T “respondedoras” (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   7.	   Papel	   inhibidor	   de	   las	   células	  
Treg	   mediado	   por	   IL-­‐2.	   (Imagen	   tomada	   de	  
Ed.	  Nature)	  
 
Se han descrito distintos mecanismos por los cuales las Treg 
ejercen su función (11) (Figura 8): a) mediante la producción de 
citoquinas como TGF-β o IL-10 que ejercen un efecto supresor sobre las 
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células efectoras; b) la producción de moléculas como las granzimas 
que favorecerían la apoptosis de las células efectoras; c) privando a 
otras células de determinadas citoquinas necesarias para su 
supervivencia; d) inhibiendo directamente células dendríticas o 
presentadoras de antígeno necesarias para la activación de células 
efectoras. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura	  8.	  Mecanismos	  de	  acción	  de	   las	  células	  Treg.	  (Imagen	  tomada	  
de	  (11))	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1.2.3.   Papel de las células Treg en patologías 
asociadas al sistema inmunitario 
 
Las células Treg juegan un papel clave en el equilibrio de 
prácticamente todas las respuestas inmunes (Figura 9). En adultos 
existen numerosos artículos que muestran hasta qué punto son 
cruciales las células Treg para la protección frente al desarrollo de 
procesos autoinmunes. Varios estudios muestran valores disminuidos 
de células Treg en sangre periférica de pacientes que sufren lupus 
eritematoso sistémico (12), diabetes tipo 1 (13) y artritis reumatoide 
(14). Los modelos animales parecen demostrar que la deficiencia en la 
supresión por parte de las Treg sería la responsable de distintas 
enfermedades autoinmunes, y que enfermedades como IPEX 
(desregulación Inmune, Poliendocrinopatía, Enteropatía, ligado al X) se 
deben directamente a una mutación en Foxp3 y a la deficiencia de Treg 
(15).  
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Figura	   9.	   Función	   Treg.	   Las	   células	   Treg	   ejercen	   funciones	  
diversas	   en	   distintas	   patologías	   asociadas	   al	   sistema	  
inmunitario.	  
	  
Otro proceso patológico en el que las Treg parecen jugar un papel 
clave es en los procesos alérgicos (Figura 9). Existen ejemplos como la 
enfermedad IPEX que sugieren que las Treg juegan un papel clave en el 
desarrollo de tolerancia a alérgenos. Los pacientes con IPEX, que 
presentan una deficiencia de Treg, desarrollan habitualmente 
dermatitis severa,  altos niveles séricos de IgE y eosinofilia (16). Las 
repuestas alérgicas del sistema inmune se caracterizan por la 
producción de citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) que inducen la 
secreción de IgE alérgeno-específicas y el reclutamiento de eosinófilos. 
Este proceso se vería suprimido por las Treg debido a su capacidad de 
suprimir la producción de citocinas Th2 (17). El papel clave de las Treg 
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en la tolerancia a alérgenos ha sido descrito para numerosos procesos 
alérgicos, entre otros la alergia al polen (18), asma (19), o leche (17). 
Por otro lado, las Treg han mostrado jugar un papel clave en la 
tolerancia o rechazo de trasplantes. Concretamente en el trasplante 
renal, diversos estudios demuestran una correlación clara entre las 
Treg y la tolerancia al riñón trasplantado, e incluso la utilidad de los 
valores de Treg como marcador diagnóstico o pronóstico (20-22). 
El interés suscitado por las Treg y el gran número de estudios 
realizados ha revelado que la actividad de las Treg no es siempre 
beneficiosa. Se ha descrito que las Treg inhiben las respuestas inmunes 
frente a antígenos tumorales, favoreciendo por tanto el crecimiento 
tumoral (23, 24). Los procesos infecciosos constituyen otra de las 
situaciones donde las Treg podrían tener un efecto perjudicial sobre la 
inmunidad. Se ha observado que las Treg pueden interferir en la 
respuesta inmune frente a infecciones por virus, bacterias y parásitos 
(25) realizando un papel dual (Figura 9). Por un lado pueden tener un 
efecto protector limitando la inflamación asociada a la infección (26), y 
por otro lado pueden suprimir las respuestas específicas frente al 
patógeno (27). Por tanto, dependiendo del patógeno en cuestión, un 
aumento o una disminución en la actividad de las Treg será deseable 
para desarrollar una respuesta inmune apropiada. 
Resumiendo el papel de estas Treg, podemos decir que su acción 
es beneficiosa en algunas respuestas inmunes incluyendo 
autoinmunidad, alergia y tolerancia a trasplantes. Sin embargo, la 
acción de las Treg también puede suprimir las respuestas específicas 
frente a patógenos y antígenos tumorales, y bloqueando el efecto de las 
Treg se puede aumentar las respuestas inmunes frente a estos 
antígenos. Si bien el papel de las Treg está siendo estudiado de forma 
exhaustiva en adultos, existen muy pocos trabajos que analicen la 
función de estas células en niños (28-30). 
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1.3.  El sistema inmunitario en la infancia 
 
Numerosos estudios comparativos demuestran que existen 
grandes diferencias, en cuanto a las características y funcionalidad del 
sistema inmune, entre niños y adultos. La inmadurez del sistema 
inmune en las primeras etapas de la vida hace que los niños, sobre todo 
los neonatos, sean más propensos a padecer infecciones. Sin embargo, 
la gran capacidad de regeneración y producción de nuevas células en 
los niños (principalmente de células T producidas por el timo) también 
permiten que el sistema inmunitario del niño se adapte, madure y 
finalmente sea incluso más eficaz que el de adultos. Un ejemplo de esta 
capacidad de regeneración es el caso de los niños infectados por el VIH, 
en los cuales el virus ha aniquilado gran parte de la población TCD4+, 
que constituye su célula diana. Se ha observado que en estos niños, una 
vez controlada la carga viral mediante los fármacos antirretrovirales, se 
produce un marcado aumento de la producción tímica de nuevas 
células T que consigue reconstituir la población de TCD4+ (31-34). 
Por todo ello, las patologías, los parámetros inmunológicos y las 
respuestas inmunitarias en niños puedan llegar a ser muy distintas de 
las observadas en adultos.  
 
 
1.3.1.   Ontogenia del sistema inmunitario. Inmunidad 
en neonatos 
 
La eficacia del sistema inmunitario depende de las interacciones 
entre muchos componentes celulares y humorales que se desarrollan 
en diferentes momentos a lo largo de la vida fetal y poco tiempo 
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después del nacimiento. Muchas de las células que participan en las 
respuestas inmunitarias proceden de las células madre 
hematopoyéticas no diferenciadas (Figura 10). Al ser sometidas a 
factores microambientales, como interacciones célula-célula y la 
presencia de citoquinas solubles o unidas a membrana, estas células 
dan lugar a las distintas estirpes celulares (2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   10.	   Origen	   de	   las	   células	   del	   sistema	  
inmunitario.	  
 
1.3.1.1 Función tímica y generación de los linfocitos T 
Los linfocitos T se forman a partir de células precursoras que 
migran desde la médula ósea hasta el timo, donde estos precursores 
llamados timocitos, proliferan y se diferencian en linfocitos T. En esta 
diferenciación se producen cambios fenotípicos y el reordenamiento 
de genes que dan lugar al receptor de la célula T (TCR) que permite 
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el reconocimiento antigénico. El timo es por tanto el órgano linfoide 
primario responsable de la formación de linfocitos T maduros y está 
constituido por numerosos lóbulos, cada uno de los cuales presenta 
dos zonas claramente diferenciadas, la corteza o córtex y otra zona 
más interna o médula tímica. El repertorio TCR se establece en las 
primeras etapas de vida  y se estima que contiene alrededor de 108 
especificidades distintas. Las células formadas en el timo colonizan el 
sistema inmunológico periférico como linfocitos T virgen o naive. Tras 
la respuesta inmune, en la cual los linfocitos T ejercen su papel 
colaborador (TCD4+) o citotóxico (TCD8+), estas células mueren o 
se diferencian en linfocitos memoria.  
En humanos, el timo está completamente formado antes del 
nacimiento. El grado de producción de linfocitos T por el timo es 
máximo antes del periodo de pubertad, tras el cual comienza a sufrir 
una involución asociada a la edad (35-37). A pesar de que el timo es 
funcional en las primeras etapas de vida, se considera que el sistema 
inmunitario es inmaduro. Esto se debe probablemente a que los 
linfocitos todavía no se han encontrado con antígenos, y por tanto no 
se ha generado todavía la memoria inmunológica. De hecho, los 
neonatos o los niños de corta edad son especialmente propensos a 
padecer infecciones y otras alteraciones asociadas a una menor 
eficacia del sistema inmunitario. 
 
1.3.1.2 Inmunidad en neonatos y prematuridad 
El desarrollo de la neonatología y los avances tecnológicos 
empleados en el cuidado de neonatos ha incrementado de forma 
marcada la supervivencia de neonatos muy prematuros. Gracias a 
estos avances, hoy en día se consigue que salgan adelante neonatos 
con menos de 28 semanas de gestación o con un peso al nacer de 
menos de 1500 gr (38). Sin embargo, el riesgo relativo de muerte 
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neonatal es mucho mayor en neonatos prematuros que en los 
neonatos nacidos a término, y la prematuridad se ha convertido en la 
principal causa de morbilidad y mortalidad perinatal (39, 40). Junto 
con la edad gestacional, el bajo peso al nacer también se ha asociado 
con una mayor mortalidad y morbilidad prenatal (41). Entre las 
causas responsables de esta alta mortalidad, la sepsis neonatal y la 
displasia broncopulmonar constituyen las causas más frecuentes de 
muerte en neonatos prematuros (40). De hecho, los factores más 
importantes que predisponen a padecer infecciones son la 
prematuridad y el bajo peso al nacer. Un estudio reciente en un total 
de 9575 neonatos prematuros con edades gestacionales entre 22 y 
28 semanas y un peso entre 401-1500 gr describe ratios de sepsis 
temprana del 6%, y de un 58 % en el caso de sepsis tardías (40). 
A pesar de que las infecciones son una de las principales causas 
de mortalidad perinatal, existen muy pocos datos sobre la inmunidad 
en neonatos prematuros y la capacidad de su sistema inmunitario 
para combatir las infecciones. Los trabajos de varios autores 
muestran diferencias en cuanto al fenotipo de las subpoblaciones de 
linfocitos y diferencias en la funcionalidad de linfocitos al comparar 
neonatos sanos, niños y adultos (42-44). En cuanto a neonatos 
prematuros no hay apenas estudios detallados sobre su inmunidad y 
se asume que estos niños presentan respuestas inmunitarias 
inmaduras. Sin embargo, no hay datos sobre las diferencias 
cuantitativas en poblaciones inmunes que puede haber entre los 
neonatos prematuros y los nacidos a término, las cuales podrían 
tener una gran relevancia en la susceptibilidad a infecciones de estos 
niños. 
Además, las células Treg pueden jugar un papel clave en la 
homeostasis inmune de neonatos. Se ha descrito que las Treg, dado 
su carácter supresor, son cruciales en mantener la tolerancia 
materno-fetal y sus valores están aumentados durante el embarazo 
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(45, 46). Sin embargo, no hay datos sobre los valores de estas Treg 
en neonatos, particularmente en prematuros, y sobre su potencial 
papel en la homeostasis inmune durante este periodo de vida. Por 
todo ello, uno de los objetivos de esta Tesis ha sido realizar un 
análisis exhaustivo de las poblaciones inmunes (incluyendo las células 
Treg) en neonatos prematuros y nacidos a término, para establecer 
sus diferencias y determinar si la alta incidencia de infecciones en 
prematuros podría deberse a una deficiencia en alguna de las 
poblaciones inmunitarias. Además, el poder analizar los valores de 
Treg en muestras provenientes de neonatos a distintas edades de 
gestación nos ha permitido estudiar la ontogenia de esta población, y 
establecer si las Treg presentan valores adecuados desde el 
nacimiento, o por el contrario es una población que se genera de 
forma tardía en la infancia. 
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1.3.2.   El síndrome de DiGeorge como modelo de 
disfunción tímica 
 
Como se ha comentado en el apartado anterior, los linfocitos T 
tienen un origen tímico, y dependen del correcto funcionamiento de este 
órgano para constituir todo el repertorio de linfocitos T necesario para 
mantener las respuestas inmunitarias adaptativas de por vida. De 
hecho, la ausencia de este órgano es incompatible con la vida y los 
niños nacidos con una ausencia total de timo tienen una esperanza de 
vida inferior a un año. Existen otras patologías en las que el tejido tímico 
está disminuido, o incluso situaciones en las que parte del tejido tímico 
es extirpado, como es el caso de determinadas cirugías cardiacas 
donde se elimina parte del timo para facilitar el acceso al corazón. En 
estas circunstancias, cabe esperar que la producción tímica de 
linfocitos T estará disminuida, y que ello podría entrañar problemas 
para constituir un repertorio adecuado de linfocitos T y para la correcta 
homeostasis inmunológica. Además, en una situación de disfunción 
tímica es de esperar que la población Treg estará disminuida al tener 
origen tímico, y su estudio puede permitir establecer qué efectos puede 
ocasionar una deficiencia de células Treg durante la infancia. 
Un modelo de disfunción tímica es el síndrome de la delección 
22q11.2 (Figura 11), que engloba anomalías conocidas con nombres 
diversos: síndrome de DiGeorge, síndrome velocardiofacial, anomalía 
conotruncal o síndrome cardiofacial de Cayler. Este síndrome es uno de 
los defectos genéticos más frecuentes en neonatos afectando a 1 de 
cada 4000 nacidos vivos (47). A pesar de la heterogeneidad entre 
pacientes, existen síntomas comunes que afectan a la cara, cerebro, 
timo, glándulas paratiroides, corazón y aorta (48). Independientemente 
de otras manifestaciones clínicas, la hipoplasia tímica se observa en 
más del 80% de los pacientes con la delección 22q11.2. Como 
consecuencia de esta disfunción tímica y su efecto en el desarrollo de 
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timocitos, los pacientes con esta delección presentan diversos defectos 
a nivel inmunológico (49). 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura	   11.	   Síndrome	   de	   la	   delección	   22q11.2.	   La	  
delección	   en	   el	   cromosoma	   22	   se	   determina	   mediante	  
técnicas	  de	  hibridación	  fluorescente	  in	  situ	  (FISH).	  
 
Los pacientes totalmente atímicos (menos del 0,5% de los 
individuos con la delección), presentan una inmunodeficiencia 
combinada severa y alteraciones clínicas como infecciones virales 
permanentes a nivel respiratorio y digestivo, y defectos en el desarrollo 
(50). Los pacientes con una afectación más benigna de este síndrome 
tienen un mejor pronóstico clínico y pueden presentar hipoplasia tímica 
y una deficiencia moderada de linfocitos T, aunque la cantidad de células 
T no ha demostrado ser un marcador predictivo de infecciones ni de 
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progresión clínica (48, 51, 52). Es interesante indicar que al alcanzar la 
edad adulta, los valores de linfocitos T en estos pacientes con una 
afectación moderada permanecen dentro de la media, pero estas 
células presentan alteraciones como telómeros más cortos y una 
expansión oligoclonal en la población de células T naive (52), lo cual es 
indicativo de una desregulación de la homeostasis inmunológica. 
Parte de los pacientes diagnosticados con el síndrome de DiGeorge 
no presentan ningún síntoma clínico, ni enfermedades infecciosas o 
desórdenes inmunológicos. A pesar de permanecer asintomáticos 
clínicamente, se desconoce si en estos pacientes se produce un 
desarrollo adecuado del sistema inmunitario, o si por el contrario 
presentan alteraciones que en la edad adulta puedan comprometer su 
capacidad inmunológica. De hecho, se ha descrito que existe una alta 
incidencia de enfermedades autoinmunes en pacientes con DiGeorge 
(53), lo cual resulta paradójico al tratarse de enfermedades asociadas 
a una respuesta exacerbada de células inmunes en pacientes con una 
deficiencia de las mismas. Una de las posibles causas de este hecho es 
el papel clave que han demostrado las células Treg en el control de las 
respuestas autoinmunes (54). Una deficiencia de Treg a causa de la 
disfunción tímica podría estar detrás de la alta prevalencia de 
desórdenes autoinmunes en estos pacientes. Además, el estudio de 
pacientes con este síndrome constituiría un modelo idóneo para 
determinar qué efectos puede tener una deficiencia en la población 
Treg sobre la homeostasis y el desarrollo inmunológico en la infancia. 
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1.3.3.   Alergias alimentarias durante la infancia 
 
El término hipersensibilidad se aplica a las situaciones en las que 
se produce una respuesta inmunitaria adaptativa exagerada o 
inadecuada, que a veces llegan a provocar reacciones inflamatorias y 
lesiones tisulares. Estas reacciones pueden ser producidas por muchos 
antígenos; los agentes con capacidad para provocar hipersensibilidad 
son diferentes en cada individuo. Estas reacciones están producidas por 
respuestas inmunitarias a antígenos ambientales inocuos (como el 
polen, ácaros del polvo, alimentos, etc.), que dan lugar a la 
diferenciación de los linfocitos CD4+ Th2 y la síntesis de anticuerpos de 
tipo IgE que son específicos de estos antígenos, y que se unen a los 
receptores de Fc de los mastocitos y los basófilos (Figura 12). Cuando 
estos anticuerpos fijados a las células son entrecruzados por el 
antígeno, las células se activan y liberan con gran rapidez diversos 
mediadores que, en conjunto, provocan un aumento de la permeabilidad 
vascular, vasodilatación, contracción del músculo liso bronquial y 
visceral e inflamación local. Esta reacción se conoce como 
hipersensibilidad inmediata debido a su rápida aparición, que ocurre en 
los minutos siguientes al contacto con el antígeno, y en la práctica 
clínica se denomina habitualmente alergia o atopía. 
  
Introducción  Rafael Correa Rocha 
 
38 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   12.	   Mecanismos	   inmunológicos	   implicados	   en	   los	   procesos	  
alérgicos.	  
 
Las alergias alimentarias afectan a un gran número de niños, 
tienen una prevalencia del 2-8 % y es la causa más frecuente de 
reacciones anafilácticas durante la infancia (55). Estudios recientes 
sugieren que las alergias frente a huevo y leche son ahora mucho más 
persistentes al final de la infancia y en la adolescencia (56). Sin 
embargo, en los últimos años se han implementado protocolos de 
desensibilización como la inmunoterapia oral que han demostrado ser 
seguros y muy eficaces en el tratamiento de las alergias alimentarias, 
incluyendo la alergia al huevo (57). Los protocolos de inducción de 
tolerancia oral específica o SOTI (del inglés specific oral tolerance 
induction) consisten en la administración por vía oral de cantidades 
crecientes del alérgeno alimentario para conseguir una tolerancia 
clínica al alérgeno que persiste incluso después de interrumpir la 
terapia. Aunque diversos estudios sugieren que una gran mayoría de 
niños con alergia alimentaria pueden ser desensibilizados con éxito 
mediante los protocolos SOTI, se desconocen cuales son los 
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mecanismos inmunológicos que hacen posible esta desensibilización o 
inducción de tolerancia. Varios estudios describen valores disminuidos 
de IgE específicas y un aumento en los niveles de IgG4 en niños tratados 
con SOTI (57, 58). Sin embargo, se desconoce cual es el mecanismo 
responsable de estos cambios en la producción de anticuerpos 
implicados en el proceso alérgico. De hecho, no hay datos sobre qué 
poblaciones inmunitarias están detrás del proceso de inducción de 
tolerancia, ni existen marcadores que permitan predecir o identificar la 
tolerancia espontánea o inducida en pacientes alérgicos. El desarrollo y 
mejora de estas terapias requiere un mejor conocimiento de los 
mecanismos inmunológicos implicados en la inducción de tolerancia 
para hacerlas aun más eficaces y seguras. 
Se ha propuesto que, además de la disminución o control de las 
células efectoras implicadas en los procesos alérgicos, la generación de 
células Treg constituiría uno de los principales mecanismos capaces de 
prevenir la reactividad inapropiada frente a antígenos inocuos. En 
modelos animales se ha demostrado que efectivamente las Treg son 
capaces de prevenir las respuestas alérgicas (59-61). Sin embargo, se 
desconoce el papel de las Treg en los procesos alérgicos en humanos, y 
si las Treg están implicadas en la inducción de tolerancia que se 
consigue con los protocolos SOTI. Pensamos que los valores de Treg 
podrían guardar relación con la incidencia de estos procesos alérgicos 
durante la infancia y jugar un papel clave en la inducción de tolerancia. 
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1.3.4.   Papel de las células Treg en la homeostasis 
inmune durante la infancia 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los estudios aparecidos en 
los últimos años sobre las células Treg son numerosos (revisado en (4, 
5, 8, 9)). Se ha avanzado mucho en el conocimiento de las bases 
moleculares de la actividad de estas células gracias a numerosos 
estudios in vitro y en modelos animales (10, 15, 24). También se han 
realizado numerosos estudios en adultos analizando el papel de las Treg 
en distintas patologías relacionadas con el sistema inmune. Sin 
embargo, existen muy pocos datos sobre la presencia y el papel de 
estas células reguladoras en niños (28-30).  
El sistema inmune del niño constituye el modelo perfecto para 
estudiar como la maduración y desarrollo de esta población de células 
influye en la homeostasis y equilibrio de las respuestas inmunes. 
Además, la función tímica preservada en niños nos permitirá estudiar 
cómo se genera y cómo se establece el repertorio de esta población. 
Por otro lado, se ha descrito recientemente que las Treg que presentan 
un fenotipo “virgen” (células T CD45RA+Foxp3+CD25+CD4+) 
presentan una expresión más constante y mantienen la capacidad 
supresora más tiempo que las Treg CD45RA– (62). Cabe esperar que 
las Treg CD45RA+ que provendrían directamente del timo serán 
mucho más abundantes en niños que en adultos, por lo que la eficacia 
de las respuestas supresoras de Treg puede ser más marcada en 
niños constituyendo un excelente modelo para el estudio de la función 
de Treg.  
El objetivo de esta Tesis fue realizar un estudio piloto para estudiar 
en primer lugar el desarrollo de las Treg en el periodo fetal, para ello se 
analizaron los valores de Treg en muestras de cordón procedentes de 
neonatos a distintas semanas de gestación. Además, se realizó un 
análisis inmunológico exhaustivo en estas muestras con el fin de 
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establecer qué alteraciones inmunológicas podrían estar detrás de la 
alta incidencia de infecciones en neonatos prematuros. Otro de los 
objetivos fue analizar el papel de las células Treg en la homeostasis 
inmunológica y en determinadas patologías asociadas al sistema 
inmunitario. La hipótesis de trabajo fue que determinadas patologías 
que se dan en la infancia como alergias, enfermedades autoinmunes o 
inmunodeficiencias podrían deberse a una disfunción de las células 
Treg, bien como consecuencia de la inmadurez del sistema inmune en 
la infancia o por alteraciones en la generación del repertorio de Treg, o 
por una deficiencia en su producción tímica (como es el caso de niños 
con síndrome de DiGeorge). Además de determinar el papel de las Treg 
en niños y establecer las bases de posibles tratamientos o de la utilidad 
diagnóstica de estas células en pediatría, nuestros resultados podrían 
aportar información clave para el mejor entendimiento de los 
mecanismos de acción de estas células y de su papel en patologías de 
adultos. 
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2.  Objetivos 
 
El objetivo principal de esta Tesis es determinar el papel que 
juegan las células T reguladoras (Treg) en la homeostasis inmune 
durante la infancia, y estudiar su implicación en distintas patologías o 
alteraciones asociadas al sistema inmunitario. Para llevar a cabo este 
objetivo se establecieron los siguientes objetivos parciales: 
 
1) Realizar un análisis comparativo entre neonatos prematuros y 
nacidos a término de las distintas poblaciones inmunes y 
determinar si existe alguna deficiencia inmunológica que pudiera 
estar implicada en la alta incidencia de infecciones en neonatos 
prematuros. 
 
2) Determinar los valores de células Treg en neonatos a distintas 
semanas de gestación para estudiar el desarrollo fetal de esta 
población. 
 
3) Realizar un análisis exhaustivo de las poblaciones inmunes, 
incluyendo la población Treg, en niños asintomáticos con síndrome 
de DiGeorge y determinar cómo afecta la disfunción tímica a la 
homeostasis inmune. 
 
4) Estudiar los cambios que experimentan distintos parámetros 
inmunes en niños con alergia a huevo que han alcanzado la 
tolerancia tras seguir un protocolo de inmunoterapia oral. 
Determinar qué poblaciones inmunitarias pueden estar implicadas 
en la desensibilización o adquisición de tolerancia. 
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3.  Metodología 
 
El trabajo se realizó en el Laboratorio de InmunoBiología Molecular 
del Hospital General Universitario Gregorio Marañón, y en el Biobanco 
VIH/HGM de muestras pediátricas VIH situado en el Hospital Materno 
Infantil Gregorio Marañón. Todos los estudios fueron aprobados por el 
Comité de Ética del Hospital General Universitario Gregorio Marañón. 
Se informó a todos los padres o tutores legales de los niños enrolados 
en los estudios, y se obtuvo un consentimiento informado en cada caso 
siguiendo las pautas de la Declaración de Helsinki. Los análisis de 
citometría se realizaron en la Plataforma de Citometría y Sorter del 
IiSGM. 
 
 
3.1.  Poblaciones de estudio y unidades 
participantes 
 
Las muestras de sangre se procesaron dentro de las primeras 6h 
tras su extracción en el Biobanco VIH/HGM (63), cumpliendo con los 
requisitos de bioseguridad. Tanto para el estudio en pacientes con 
Síndrome de DiGeorge como en el estudio con niños alérgicos no se 
extrajeron muestras cuyo único fin fueran los estudios de investigación. 
Con el fin de no perturbar en ninguna medida a los pacientes, se 
aprovechó sus visitas periódicas al centro y la extracción programada 
de sangre para análisis para extraer un tubo extra de sangre que se 
utilizaría con fines de investigación. 
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3.1.1.   Estudio en muestras de cordón de neonatos 
 
El estudio se realizó con la colaboración del Departamento de 
Neonatología y Ginecología (Dr. Angel Aguarón) y la Sección de 
Inmunopediatría (Dra. Dolores Gurbindo) del Hospital Materno Infantil 
Gregorio Marañón (Madrid). Se obtuvieron muestras de sangre de 
cordón de un total de 211 neonatos. El criterio de inclusión en el 
estudio fue madres sanas sin enfermedad destacable y neonatos que 
no presentaran alteraciones genéticas o defectos de relevancia al 
nacimiento. Se excluyeron del estudio los casos que presentaban 
diabetes, defectos cromosómicos o infecciones. La sangre se obtuvo 
por venopunción del cordón umbilical unido a la placenta 
inmediatamente después de separarlo del neonato y asegurándose de 
realizar la extracción en vasos con circulación fetal. La sangre se 
recogió en tubos con EDTA y se procesó inmediatamente tras su 
extracción. Todos los parámetros se midieron en fresco dentro de las 
6h de extracción, ya que la congelación de células podría alterar la 
expresión de determinados marcadores. Los neonatos se dividieron en 
dos grupos atendiendo a su edad gestacional. El grupo de neonatos 
prematuros lo constituían 117 niños con una edad gestacional inferior 
a 37 semanas, y el grupo de neonatos nacidos a término estaba 
formado por 94 niños con edad gestacional superior a 37 semanas. 
 
 
3.1.2.   Estudio en niños con Síndrome de DiGeorge 
 
Se realizó un análisis del sistema inmune de niños con el Síndrome 
de la delección 22q11.2 (también conocido como Síndrome de 
DiGeorge) en colaboración con la Sección de Inmunopediatría (Dra. 
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Dolores Gurbindo) y la Sección de Cardiología Pediátrica (Dra. Manuela 
Camina, Dr. Enrique Maroto) del Hospital Materno Infantil Gregorio 
Marañón (Madrid). Se enrolaron 10 niños que, tras presentar alguna 
alteración cardiaca al nacimiento (interrupción aórtica, tetralogía de 
Fallot, atresia pulmonar, etc.) habían sido diagnosticados como 
Síndrome de DiGeorge al detectar la delección 22q11.2. La edad media 
(±E.E.M.) de los niños a la entrada del estudio fue de 3,39±0,81 años. 
Todos los niños enrolados estaban clínicamente estables y se 
excluyeron del mismo los pacientes con historial de infecciones 
recurrentes o aquellos a los que se le había practicado una timectomía 
durante la cirugía cardiaca. En el estudio también se incluyó un grupo de 
12 niños sanos como grupo control con una edad media (±E.E.M.) de 
3,40±0,33 años, comparable a la del grupo de pacientes DiGeorge. 
 
 
3.1.3.   Estudio en niños con alergia alimentaria 
 
Se investigó qué mecanismos inmunológicos estaban implicados en 
la adquisición de tolerancia que se conseguía tras administrar una 
inmunoterapia oral a niños con alergia al huevo. El estudio se realizó en 
colaboración con la Sección de Alergia Pediátrica (Dres. Elena Alonso, 
Victoria Fuentes, Lidia Zapatero y Sonsoles Infante) del Hospital 
Materno Infantil Gregorio Marañón (Madrid). Se enrolaron 19 niños 
alérgicos al huevo con una edad media (±E.E.M.) de 9,23±0,68 años y 
22 niños sanos como grupo control con una edad media de 7,20±0,82 
años. Antes de ser incluidos en el protocolo de desensibilización, se 
realizó un test oral con huevo en aquellos niños alérgicos que no habían 
tenido ningún episodio clínico en los últimos 3 meses para confirmar 
que no se habían vuelto tolerantes de manera espontánea. También se 
realizaron test cutáneos y/o test de contacto labial antes y después del 
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protocolo. Los test cutáneos o “prick” se realizaron con huevo en polvo a 
varias diluciones (10, 5 y 1 mg/ml). 
Protocolo de Desensibilización. Se realizó un protocolo de 
inducción de tolerancia oral específico o SOTI administrando huevo en 
polvo pasteurizado mezclado con zumo de frutas o batidos. La 
administración inicial se realizó en el hospital bajo control y supervisión 
médica, y si la dosis era tolerada se permitió a los pacientes continuar 
con la misma dosis en casa. El primer día se administraba una dosis 
fraccionada hasta alcanzar los 31 mg de huevo, empezando con 1 mg, 
después se continuaba con 3, 9 y 18 mg en intervalos de 30 min. El 
segundo día se administraba una única dosis de 30 mg, y se continuaba 
el tratamiento en casa con la misma dosis. A continuación el paciente 
era citado semanalmente al centro y se le aumentaba la dosis cada 
semana hasta alcanzar los 10 g de huevo en polvo que son equivalentes 
a un huevo entero. Cuando el paciente toleraba correctamente 10 g de 
huevo se consideraba desensibilizado y el protocolo se daba por 
concluido. Se recomendaba al paciente que hiciera una dieta normal y 
se realizaba un seguimiento a los 6 y 12 meses para confirmar la 
ausencia de respuestas alérgicas. Se obtuvieron muestras de sangre 
antes de iniciar SOTI (T0) y una vez que el paciente había alcanzado la 
tolerancia (Tend). Para cada paciente, se compararon las muestras 
obtenidas a T0 y a Tend con el fin de establecer los cambios 
inmunológicos entre las dos muestras y que podrían estar implicados 
en la adquisición de tolerancia. 
 
 
  
Rafael Correa Rocha  Metodología 
 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA  53 
3.2.  Procesamiento de las muestras de 
sangre 
 
Las muestras de sangre recogidas en tubos con EDTA se 
procesaron dentro de las 6h desde su extracción. Se separaron 
muestras de plasma de cada muestra mediante centrifugación y se 
almacenaron a —80ºC para su posterior uso en el análisis de citoquinas 
en plasma. Parte de la sangre se utilizó para la determinación de las 
poblaciones inmunes mediante citometría de flujo directamente en 
sangre total. 
Con el resto de la sangre se realizó una separación de células 
mononucleares de sangre periférica (PBMCs). La  sangre se diluyó 1:1 
en tampón fosfato salino estéril (150 mMClNa, pH 7.2) (PBS) (Lonza, 
BioWhittaker). Posteriormente, esta sangre diluida, se centrifugó en 
gradiente de densidad Ficoll Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals, 
Uppsala, Suecia) a 1800 rpm durante 30 minutos, recogiendo la fase 
que contenía las PBMCs. Se realizaron 2 lavados de las PBMCs con 
PBS a 1500 rpm durante 10 minutos, tras los cuales se hizo un 
recuento para determinar la cantidad de PBMCs presentes en la 
muestra. Se guardaron pellets secos de 1 millón de PBMCs a —80ºC 
para su posterior uso en la obtención de ácidos nucleicos (ADN y/o 
ARN). Con las PBMCs sobrantes se procedió inmediatamente con el 
análisis de células Treg en células permeabilizadas mediante citometría 
de flujo. 
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3.3.  Análisis de poblaciones inmunes 
mediante citometría de flujo 
 
Los linfocitos (así como otros leucocitos) expresan un gran número 
de moléculas de superficie diferentes, que se pueden utilizar para 
distinguir (o “marcar”) las distintas poblaciones celulares. En la 
actualidad, muchos de estos marcadores celulares pueden ser 
detectados mediante anticuerpos monoclonales específicos. Se ha 
desarrollado un método sistemático de nomenclatura, denominado 
sistema CD, en el que el término CD (del inglés cluster designation) 
designa grupos (clusters) de anticuerpos monoclonales, cada uno de los 
cuales se une específicamente a un marcador celular. 
El porcentaje y número absoluto de las distintas poblaciones 
inmunitarias se determinó a partir de muestras de sangre total. Se 
añadieron 50 µl de sangre total por cada tubo de citometría, se le 
añadieron los distintos anticuerpos monoclonales correspondientes a 
cada panel (Tabla 1) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura 
ambiente. El tubo con la sangre y anticuerpos se procesó directamente 
en un sistema Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter, Marsella, Francia) 
que de forma automatizada realiza la lisis de eritrocitos. A continuación 
se añadieron 50 µl de Flow-count Fluorospheres (Beckman Coulter) 
para poder determinar el número absoluto de células de las distintas 
poblaciones inmunes. Inmediatamente se adquirió la muestra en un 
citómetro FC-500 o Gallios (Beckman Coulter), adquiriendo un mínimo 
de 80000 eventos en cada tubo. Todos los anticuerpos utilizados 
provenían de Beckman Coulter y se usaron siguiendo las instrucciones y 
cantidades recomendadas por el fabricante. El análisis de los datos se 
realizó mediante el software CXP o Kaluza (ambos de Beckman 
Coulter). En la Tabla 1 se recogen los marcadores de superficie 
utilizados para identificar cada una de las subpoblaciones. Antes de 
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cada adquisición se realizó una compensación de los distintos 
detectores del citómetro y se adquirieron los correspondientes 
controles isotípicos. 
 
 
Población Marcadores 
Monocitos CD45++CD3−CD14+	  
Basófilos SSlowCD45lowCD3−CD14−	  
Granulocitos SShighCD45+	  
! Neutrófilos SShighCD45+CD16+	  
! Eosinófilos SShighCD45+CD16−	  
Linfocitos totales SSlowCD45++CD14−	  
! Células NK SSlowCD45++CD14−CD3−CD16+	  
! Células NKT SSlowCD45++CD14−CD3+CD56+	  
! Linfocitos B SSlowCD45++CD14−CD3−CD19+	  
! Linfocitos T SSlowCD45++CD3+	  
− Linf. T CD127+ SSlowCD45++CD3+CD127+	  
− TCD4+ SSlowCD45++CD3+CD4+	  
• Naive SSlowCD45++CD3+CD4+CD27+CD45RA+	  
• Memoria SSlowCD45++CD3+CD4+CD45RO+	  
• Activadas SSlowCD45++CD3+CD4+HLA-­‐DR+	  
• Memoria Efectoras SSlowCD45++CD3+CD4+CD27−CD45RA+	  
• RTEs SSlowCD45++CD3+CD4+CD45RA+CD31+	  
• TCD4+ CD127+ SSlowCD45++CD3+CD4+CD127+	  
− TCD8+ SSlowCD45++CD3+CD8+	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• Naive SSlowCD45++CD3+CD8+CD27+CD45RA+	  
• Memoria SSlowCD45++CD3+CD8+CD45RO+	  
• Activadas SSlowCD45++CD3+CD8+HLA-­‐DR+	  
• Memoria Efectoras SSlowCD45++CD3+CD8+CD27−CD45RA+	  
• RTEs SSlowCD45++CD3+CD8+CD45RA+CD31+	  
 
Tabla	   1.	   Marcadores	   de	   superficie	   utilizados	   para	   identificar	   las	   distintas	  
poblaciones	  inmunes.	  −:	  no	  expresión;	  low:	  expresión	  baja;	  +:	  expresión;	  ++:	  
expresión	  alta.	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3.4.  Análisis de células Treg 
 
El análisis de células Treg se realizó bien en sangre total, 
identificándolas como células CD45+CD3+CD4+CD25+CD127− tal y 
como describen Liu et al. (64) (Figura 13), o a partir de PBMCs 
realizando un marcaje intracelular de Foxp3 (CD45+CD3+CD4+ 
CD25+Foxp3+) (9) (Figura 14). Se confirmó en un grupo de 10 
muestras de cordón que la población Treg identificada mediante los 
marcadores de superficie (CD45+CD3+CD4+CD25+CD127−) 
coincidía en más de un 93% con la población Foxp3+, que es el 
marcador que en la actualidad se considera como el marcador que 
define a esta población. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   13.	   Células	   Treg	   identificadas	   mediante	   marcadores	   de	  
superficie	  (CD45+CD3+CD4+CD25+CD127−).	  
 
El marcaje de Foxp3 se realizó a partir de PBMCs aisladas como se 
describe en el apartado 3.2. Las células se dispensan en un tubo y se 
añaden anticuerpos frente a los marcadores de superficie. Se 
incubaron las células durante 20 minutos a 4ºC y se procedió a la 
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permeabilización de las membranas mediante el kit Human Regulatory 
T cell Staining Kit (eBiosciences, San Diego, CA, EEUU) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se añadió un anticuerpo anti-Foxp3 
(eBiosciences) para el marcaje intracelular de la molécula y se procedió 
a la adquisición en un citómetro FC-500 o Gallios (Beckman Coulter). Se 
adquirieron un mínimo de 80000 eventos y el análisis se realizo 
mediante el software Kaluza (Beckan Coulter).  
Se seleccionaron los linfocitos TCD4+ y en esta población se 
definieron las Treg mediante el marcaje CD25+Foxp3+ (Figura 14). El 
fenotipo de las células Treg se estableció añadiendo como marcador de 
superficie un anticuerpo anti-CD45RA que permitía definir la población 
de células Treg naive (CD45+CD3+CD4+CD25+Foxp3+CD45RA+) y 
de células Treg efectoras (CD45+CD3+CD4+CD25+ 
Foxp3+CD45RA−). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   14.	   Células	   Treg	   identificadas	   mediante	   marcaje	  
intracelular	  de	  Foxp3	  (CD45+CD3+CD4+CD25+Foxp3+).	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3.5.  Análisis de función tímica 
(cuantificación de TRECs) 
 
La función tímica o producción por parte del timo de nuevas células 
T se estudió midiendo por PCR cuantitativa en tiempo real la cantidad 
de “T-cell rearrangement excision circles” (TRECs) en PBMCs totales o 
en linfocitos TCD4+ y TCD8+. Los TRECs son unos elementos de ADN 
circular que se forman durante el procesamiento de los genes que dan 
lugar al receptor de la célula T (TCR) (35). Estos TRECs no se replican 
durante la división celular por lo tanto sólo aparecen en las células naive 
que acaban de salir del timo y se van diluyendo a medida que estas 
células sufren sucesivas divisiones. Dentro de estos TRECs se han 
descrito dos tipos: los “signal-joint” (sjTREC) y los β-TREC. Se ha descrito 
que el ratio entre estos elementos constituye una medida precisa de la 
función o “output” tímico (65). Se usaron PBMCs totales o células 
TCD4+ o TCD8+ purificadas mediante kit específicos de separación 
inmunomagnética (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de pellet congelados 
de estas células se extrajo el ADN usando el kit QIAMP-DNA (Qiagen). 
La PCR cuantitativa se realizó usando el equipo Lightcycler y el kit 
LightCycler FastStart DNA MasterPLUS (ambos de Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim, Alemania), tal y como se describe en el 
trabajo de Ferrando et al. (65). Brevemente, se amplificaron los 6 DβJβ-
TRECs (β-TRECs) del “cluster” 1 en el mismo tubo de PCR y los sj-TRECs 
en otro tubo distinto. Se realizaron 25 ciclos de amplificación para los β-
TRECs y 21 ciclos para los sj-TRECs para garantizar una cuantificación 
precisa. Ambos amplicones β- y sj-TRECs se reamplificaron juntos 
mediante PCR cuantitativa. Se utilizaron sondas específicas FRET 
(Förster Resonance Energy Transfer) tal y como se describen en (65). 
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También se utilizó como marcador de función tímica la 
cuantificación de la molécula proteína tirosina kinasa 7 (PTK7) en 
linfocitos T (66) usando un anticuerpo anti-hPTK7-PE (Miltenyi Biotec). 
La presencia de CD31 en células T naive se considera que es un 
marcador de células que han salido recientemente del timo (RTEs) (67, 
68). Por tanto también utilizamos la frecuencia de RTEs como un 
marcador indirecto de producción tímica. 
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3.6.  Cuantificación en plasma de 
citoquinas e inmunoglobulinas 
 
Mediante centrifugación se separaron muestras de plasma de cada 
uno de los pacientes o cordones y se almacenaron a -80ºC hasta su 
uso. La concentración en plasma de interleuquina 7 (IL-7) se determinó 
usando un kit comercial de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
Quantikine HS Human IL-7 (R&D Systems, Abingdon, United Kingdom) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El límite mínimo de detección 
con este kit es de 0,1 pg/ml. La determinación en plasma de diversas 
citoquinas en las muestras del estudio en niños alérgicos se realizó 
mediante el kit comercial Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex 
kit (eBiosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Los valores de IgE totales y específicos para clara, yema de huevo,  
ovoalbúmina (OVA) y ovomucoide (OVM), así como los valores de IgG 
específica frente a clara de huevo fueron medidos usando un kit 
comercial CAP (CAP-Phadia, Uppsala, Suecia) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
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3.7.  Análisis Estadístico 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el software 
comercial Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 17.0, 
Chicago, Illinois, EEUU). El test de T-student se utilizó para comparar 
medias entre grupos cuando las variables seguían una distribución 
normal. Para las variables que no tenían una distribución normal o 
cuando la “n” era inferior a 15 se utilizó el test no paramétrico de 
Mann-Whitney. Para el estudio en pacientes alérgicos se utilizó el test 
de Wilcoxon para muestras pareadas para comparar los valores a (T0) 
y a (Tend) del mismo paciente. La correlación entre variables se 
estableció mediante el test de correlación de Pearson. Se consideró 
estadísticamente significativo un valor de p < 0,05. 
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4.  RESULTADOS 
 
Para evaluar el papel que juegan las células Treg en la homeostasis 
inmune durante la infancia se estudió en primer lugar si esta población 
está presente desde el nacimiento, o por el contrario, las Treg se 
producen de forma tardía durante el proceso de maduración del sistema 
inmune. Para ello, se hizo un estudio sobre el desarrollo de las 
poblaciones inmunes en el recién nacido, haciendo especial hincapié en 
los valores de Treg. A continuación, se investigó qué efecto podría tener 
una deficiencia de células Treg y si esta deficiencia podría relacionarse 
con determinadas alteraciones inmunes durante la infancia. Este estudio 
se realizó en pacientes con síndrome de DiGeorge, que al presentar una 
disfunción tímica podrían constituir un modelo de pacientes con una 
deficiencia congénita de células Treg. Por último, se investigó cómo las 
Treg pueden participar en la homeostasis inmunológica y cómo su papel 
supresor puede permitir controlar las respuestas inadecuadas del 
sistema inmune. Para ello, se analizaron los cambios inmunológicos que 
conducen a la desaparición de respuestas alérgicas en niños tratados 
con inmunoterapia oral, estudiando el papel que juegan las Treg en la 
adquisición de tolerancia. 
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4.1.  Estudio del Desarrollo del Sistema 
Inmune en el Recién Nacido 
 
Para analizar como se genera la población de células Treg y 
determinar si existen valores adecuados de esta población desde el 
nacimiento, se determinaron los valores de Treg en muestras de cordón 
umbilical de neonatos nacidos a distintas semanas de gestación. De esta 
manera, podemos determinar en qué momento de la gestación se 
generan las Treg, y también establecer qué valores tienen tanto los 
neonatos nacidos prematuramente como los nacidos a término.  
Además, a partir de estas muestras de cordón también se realizó un 
análisis exhaustivo de las distintas poblaciones inmunes para así 
establecer como se correlacionan los valores de Treg con los de otras 
poblaciones inmunes, y qué diferencias existen entre neonatos 
prematuros y los nacidos a término. El riesgo relativo de muerte 
perinatal en neonatos prematuros es mucho mayor que en los nacidos a 
término, siendo la prematuridad la principal causa de morbilidad y 
mortalidad perinatal (39, 40). La displasia broncopulmonar y la sepsis 
neonatal son las principales causas de la mayor mortalidad en 
prematuros (40). Sin embargo, se conoce muy poco sobre la inmunidad 
innata en prematuros y la capacidad de su sistema inmune de combatir 
las infecciones. El exhaustivo análisis inmunológico realizado nos permitió 
además establecer si la mayor incidencia de infecciones se debe a que 
los neonatos prematuros presentan deficiencias en alguna población 
inmunitaria. 
Se analizaron los porcentajes y valores absolutos de las distintas 
poblaciones inmunes en sangre de cordón de un total de 211 neonatos. 
Las muestras fueron distribuidas en 2 grupos atendiendo a su edad 
gestacional y se estudiaron las diferencias entre estos grupos. El grupo 
de neonatos prematuros agrupó a 117 niños con una edad gestacional 
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inferior a 37 semanas, y el grupo de neonatos nacidos a término estuvo 
constituido por 94 niños con edad gestacional superior a 37 semanas. 
 
 
4.1.1.   Valores Clínicos de Neonatos 
 
Se recogieron las características físicas así como los valores de pH 
de cada neonato, y la edad materna en el momento del parto. Dado que 
el objetivo principal del estudio es el análisis de poblaciones inmunes, no 
se consideraron otros parámetros en el neonato como el sufrimiento 
fetal, uso de cesárea, apgar, etc. La mediana (percentil 25-75) de edad 
gestacional fue de 33 (31-35) semanas para el grupo de prematuros y 
de 39,6 (38-41) semanas para el grupo de los nacidos a término. 
Observamos que entre los niños prematuros había un alto porcentaje de 
varones y que su frecuencia fue significativamente mayor que en el grupo 
de nacidos a término (Tabla 2). Los resultados revelan que los niños 
prematuros mostraron un peso significativamente menor (p < 0.001) y 
una talla también inferior (p =0,044) a la de niños nacidos a término 
(Tabla 2), y se observó una correlación directa entre la edad gestacional 
y el peso o la talla del neonato (p < 0.001).  
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Parámetros 
clínicos 
N Prematuros N Término 
Valor 
P 
Semanas 117 33 (31-35) 94 39,6 (38-40,9) 0,000 
Peso (gr) 110 
2050 (1539-
2540) 
91 
3300 (3070-
3570) 
0,000 
Talla (cm) 16 47,7 (44,2-49) 19 49,5 (48-51) 0,044 
Sexo (nº varones, 
%) 
117 78 (67%) 94 40 (42%) 0,000 
pH arterial 107 7,34 (7,29-7,38) 81 7,28 (7,22-7,33) 0,000 
Edad Materna 108 31 (26,3-35) 85 31 (28-35) N. S. 
	  
Tabla	   2.	   Parámetros	   clínicos	   de	   neonatos	   prematuros	   y	   nacidos	   a	   término	  
obtenidos	  en	  el	  momento	  del	  parto.	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  
(percentiles	   25-­‐75).	   Se	   considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	  
p<0,05.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05)	  
 
Los valores de pH arterial fueron más elevados en el grupo de niños 
prematuros (Tabla 2). Sin embargo, en la gran mayoría de la muestras 
(97%) los valores de pH arterial fueron superiores a 7,15 que ha sido 
definido como el valor límite indicativo de acidosis (69). Por tanto, dado 
que la práctica totalidad de neonatos en ambos grupos estaban por 
encima de este valor, podemos concluir que, aunque el valor de pH fue 
superior en prematuros, la incidencia de acidosis fue comparable en 
ambos grupos. No se observó ninguna diferencia en cuanto a la edad 
materna en los dos grupos de neonatos (Tabla 2), por lo que en la 
cohorte de neonatos no se observó una relación entre la prematuridad y 
una mayor edad materna. 
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4.1.2.   Los Neonatos Prematuros presentan una 
Marcada Leucopenia 
 
Se realizó un análisis exhaustivo mediante citometría de flujo de las 
distintas poblaciones de células inmunitarias, para determinar si existen 
diferencias entre neonatos prematuros y nacidos a término, tanto 
cualitativas (proporción o porcentaje) como cuantitativas (número 
absoluto de células por µl de sangre). 
 
4.1.2.1 Proporción de poblaciones de leucocitos 
Los resultados muestran que los niños prematuros tenían un 
mayor porcentaje de linfocitos totales que los nacidos a término 
(Figura 15). No se observaron diferencias significativas entre grupos 
en cuanto al porcentaje de monocitos ni de basófilos. El porcentaje de 
granulocitos totales fue inferior en el grupo de prematuros, los cuales, 
presentaron menor porcentaje de neutrófilos y mayor porcentaje de 
eosinófilos (Tabla 3). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   15.	   Valor	  medio	   de	   los	   porcentajes	   de	   las	   distintas	   poblaciones	   de	  
leucocitos	  en	  sangre	  de	  cordón	  de	  neonatos	  prematuros	  y	  nacidos	  a	  término.	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 N Prematuros N Término 
Valor 
P 
% Linfocitos # 21 
45,93 (36,3-
59,4) 
17 31,09 (27-35,3) 0,000 
% Monocitos # 23 9,73 (7,2-11,1) 18 
8,69 (7,48-
10,11) 
N. S. 
% Basófilos # 23 1,14 (0,89-1,44) 18 0,84 (0,61-1) N. S. 
% Granulocitos # 23 
40,03 (26,1-
51,5) 
18 
56,49 (53,03-
59,9) 
0,000 
% Neutrófilos 
§  
23 
84,12 (73,3-
87,2) 
18 
89,42 (84,2-
92,8) 
0,002 
% Eosinófilos § 23 
9,66 (5,19-
13,53) 
18 4,04 (2,85-6,67) 0,020 
	  
Tabla	   3.	   Porcentajes	  de	   las	  distintas	  poblaciones	  de	   leucocitos	  en	   sangre	  de	  
cordón.	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	   medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   #	  
Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	   leucocitos.	  §	   Porcentaje	   con	   respecto	   al	  
total	   de	   granulocitos.	   Se	   considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	  
p<0,05.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	  
	  
	  
4.1.2.2 Número absoluto de poblaciones de leucocitos 
Se determinó el número total de células por µl de sangre que a 
diferencia del porcentaje, que es una medida relativa, nos indica la 
cantidad real de células en circulación. Esta medida es independiente 
del volumen sanguíneo y del peso del neonato, ya que por un lado la 
muestra se obtiene del cordón y no de circulación periférica, y por otro 
lado al calcularse el valor por cada µl de sangre nos está indicando la 
concentración de cada tipo celular independientemente del volumen 
sanguíneo total. 
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A diferencia de los resultados obtenidos en cuanto a porcentaje, 
observamos que todas y cada una de las poblaciones de leucocitos 
están muy disminuidas en prematuros (Figura 16). El número absoluto 
de linfocitos, monocitos y granulocitos fue significativamente inferior (p 
< 0.001) en prematuros que en neonatos nacidos a término (Tabla 4). 
Analizando los valores de los distintos tipos de granulocitos 
observamos que el número de basófilos, eosinófilos, y sobre todo de 
neutrófilos (que fue 3,8 veces inferior) estaban disminuidos en 
prematuros (Tabla 4). 
 
 
Figura	  16.	  Valores	  medios	  del	  número	  de	  células	  por	  μl	  de	  
sangre	  para	  las	  distintas	  poblaciones	  de	  leucocitos.	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 N Prematuros N Término 
Valor 
P 
Linfocitos  103 3372 (2274-
4516) 
85 4378 (3507-
5957) 
0.000 
Monocitos 23 601 (440-804) 17 1241 (975-
1504) 
0.000 
Granulocitos 23 2252 (1222-
3959) 
17 7930 (6491-
10142) 
0.000 
Basófilos 23 61 (48-106) 17 130 (88-159) 0.047 
Neutrófilos 23 1780 (753-
3125) 
17 6781 (5498-
8991) 
0.000 
Eosinófilos 23 171 (122-426) 17 346 (223-559) 0.037 
 
Tabla	  4.	  Valores	  absolutos	  (células	  por	  μl)	  en	  sangre	  de	  cordón	  de	  poblaciones	  
inmunes.	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	   medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   Se	  
considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	   p<0,05.	   N.	   S.:	   no	  
significativo	  (p>0,05).	  
	  
	  
4.1.2.3 Proporción de subpoblaciones de linfocitos 
Dentro de los linfocitos totales se determinaron las proporciones 
de células natural killer (NK), linfocitos B y linfocitos TCD4+ y TCD8+. 
El porcentaje de células NK y de linfocitos B fue significativamente 
inferior en neonatos prematuros, mientras que el porcentaje de 
linfocitos T (tanto CD4+ como CD8+) fue superior en prematuros que 
en los nacidos a término (Tabla 5, Figura 17). Como se ha 
mencionado, hay que tener en cuenta que el porcentaje de un tipo 
celular dentro de una población es una medida relativa. Por lo tanto, 
un mayor porcentaje de linfocitos T puede significar que haya una 
mayor cantidad de estas células, pero también puede deberse a una 
caída de otros tipos celulares (como células B o NK) que haría que su 
proporción aumentase sin se produzca un aumento en su número. 
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 N Prematuros N Término Valor P 
% Linfocitos      
% TCD4+ # 103 47,8 (42,4-54,5) 83 44,38 (38-51,1) 0,011 
% TCD8+ # 103 17,96 (14,5-22,2) 83 16,15 (13,6-19,6) 0,048 
% Linfocitos B # 103 15,84 (11,9-20,8) 83 17,91 (14,1-23,07) 0,029 
% Células NK # 105 7,09 (3,8-11,8) 84 10,62 (4,98-18,4) 0,004 
	  
Tabla	   5.	   Porcentajes	   de	   las	   distintas	   poblaciones	   de	   linfocitos	   en	   sangre	   de	  
cordón.	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	   medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   #	  
Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	   linfocitos.	   Se	   considera	   estadísticamente	  
significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	  
	  
	  
	  
	  
 	  
  	  
 
 
 
	  
Figura	  17.	  Distribución	  de	   las	  poblaciones	  de	   linfocitos	  en	  sangre	  de	  cordón.	  
Se	  indican	  los	  valores	  medios	  de	  porcentaje	  de	  cada	  población	  con	  respecto	  al	  
total	  de	  linfocitos.	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4.1.2.4 Número absoluto de subpoblaciones de linfocitos 
Dado que el número absoluto de linfocitos presentaron valores 
significativamente inferiores en neonatos prematuros se 
determinaron los recuentos de las distintas subpoblaciones para 
identificar qué tipo de linfocito estaba disminuido en este grupo. Los 
resultados muestran que todas y cada una de las poblaciones de 
linfocitos analizadas mostraron valores absolutos inferiores en 
prematuros que en los neonatos nacidos a término (p < 0.01) (Tabla 
6, Figura 18). 
 
 N Prematuros N Término 
Valor 
P 
Linfocitos       
TCD4+ 102 1605 (1140-2248) 81 1942 (1396-2458) 0.005 
TCD8+ 102 584 (383-794) 81 739 (533-931) 0.002 
Células NK 103 222 (131.7-421) 78 469 (206-861) 0.000 
Linfocitos B 101 518 (348-804) 77 746 (554-1056) 0.000 
 
Tabla	   6.	   Valores	   absolutos	   (células	   por	   μl)	   en	   sangre	   de	   cordón	   de	  
poblaciones	   de	   linfocitos.	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	   medianas	  
(percentiles	  25-­‐75).	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  
p<0,05.	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Figura	   18.	   Valores	   medios	   del	   número	   de	   células	   por	   μl	   de	  
sangre	  para	  las	  distintas	  poblaciones	  de	  linfocitos.	  
 
 
4.1.2.5 Proporción de subpoblaciones de linfocitos TCD4+ y TCD8+ 
Las células T son una población de células que juegan un papel 
clave en la defensa frente a patógenos, pero además, son 
primordiales regulando prácticamente todas las respuestas 
inmunológicas y en la homeostasis del sistema inmune. Las células T 
se dividen principalmente en células T citotóxicas, caracterizadas por 
la expresión del marcador CD8, y células T colaboradoras (más 
conocidas como “helper”), caracterizadas por la expresión del 
marcador CD4. Dependiendo de su estado de activación y/o 
diferenciación tanto las células TCD4+ como las TCD8+ pueden 
presentar distintos fenotipos (naive, activadas, efectoras, memoria, 
etc). Dado que los resultados mostraron que los neonatos prematuros 
presentaban recuentos de células TCD4+ y TCD8+ muy inferiores a 
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los nacidos a término, decidimos analizar su fenotipo para determinar 
si la deficiencia de linfocitos T se debía a alguna subpoblación en 
concreto. 
Los resultados muestran que no existen diferencias significativas 
entre los 2 grupos en cuanto a la proporción de las distintas 
subpoblaciones de linfocitos TCD4+ o TCD8+ (Tabla 7). Además se 
analizó la frecuencia de emigrantes recientes del timo (RTEs), 
definidas mediante el marcador CD31, y que constituyen un marcador 
indirecto de la producción tímica de nuevos linfocitos T (68). Los 
resultados muestran que no hay diferencias de porcentaje de RTEs 
entre prematuros y nacidos a término. Por tanto, el menor número de 
linfocitos T en prematuros no parece ser debido a una menor 
producción tímica de linfocitos T.  
Como se observa en la Tabla 7, más del 85% de las células 
TCD4+ y TCD8+ presentan un fenotipo naive, y una alta proporción de 
estas naive han salido recientemente del timo (RTEs). Esto se debería 
por un lado a la alta producción tímica de células T en neonatos, y por 
otro lado a que todavía no se han expuesto a ningún patógeno que 
induzca la diferenciación o activación de las células T. 
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 N Prematuros N Término Valor P 
% Linfocitos TCD4+      
% Naive • 80 92,3 (71,4-95,6) 77 90,1 (70,3-95,9) N.S. 
% Memoria • 78 2,77 (1,6-4,6) 77 3,03 (1,8-4,79) N.S. 
% Activadas • 15 0,99 (0,7-2,4) 16 1,48 (0,98-1,92) N.S. 
% Efectoras • 80 0,10 (0,03-0,2) 77 0,05 (0,02-0,17) N.S. 
% RTEs • 23 51,7 (46,5-60,6) 17 64,79 (49,1-69,7) N.S. 
% Linfocitos TCD8+      
% Naive # 78 88,5 (81,4-93) 77 89,43 (85,6-93,2)  N.S. 
% Memoria # 78 1,85 (0,35-4,68) 77 2,32 (0,63-4,2) N.S. 
% Activadas # 15 0,31 (0,23-0,39) 16 0,26 (0,21-0,38) N.S. 
% Efectoras # 78 1,06 (0,29-3,12) 77 0,89 (0,24-2,77) N.S. 
% RTEs # 23 
77,06 (70,8-
84,8) 
17 80,31 (76,1-84,2) N.S. 
 
Tabla	   7.	   Porcentajes	  de	  subpoblaciones	  de	   linfocitos	  T	  en	  sangre	  de	  cordón.	  
Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  25-­‐75).	  •	  Porcentaje	  con	  
respecto	   al	   total	   de	   linfocitos	   T	   CD4+.	   #	   Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	  
linfocitos	  T	  CD8+.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	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4.1.3.   La proporción de células Treg está aumentada 
en Neonatos Prematuros 
 
Las células Treg son una subpoblación de células TCD4+ con función 
supresora. Estas células pueden inhibir la proliferación y/o activación de 
otras células inmunes, constituyendo un elemento clave en la 
homeostasis inmunológica (5). Se analizaron el porcentaje y valores 
absolutos de Treg, definidas como CD3+CD4+CD25+CD127−. 
 
4.1.3.1 Frecuencia y valores absolutos de células Treg 
Como hemos mencionado en el apartado anterior, dentro de la 
población de linfocitos T no existían diferencias entre los 2 grupos de 
neonatos en la proporción de ninguna de las subpoblaciones (naive, 
efectoras, memoria, etc). Sin embargo, los resultados mostraron que 
el porcentaje de Treg era significativamente mayor en el grupo de 
prematuros (p = 0,001) (Figura 19). 
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Figura	  19.	  Valor	  medio	  (+E.E.M)	  del	  porcentaje	  de	  células	  
Treg	  en	  el	  total	  de	  linfocitos	  TCD4+.	  **:	  p<0,01	  
 
 
Además del porcentaje también se determinó el número absoluto 
de Treg. Como se ha comentado en apartados anteriores, todas y 
cada una de las poblaciones inmunes analizadas presentaban un valor 
absoluto inferior en el grupo de prematuros. Sin embargo, las células 
Treg constituyeron la única población inmune con valores absolutos en 
prematuros comparables a los presentes en neonatos nacidos a 
término (p = 0,860) (Figura 20). 
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Figura	   20.	   Valor	   medio	   (+E.E.M)	   del	   porcentaje	   de	  
células	   Treg	   en	   el	   total	   de	   linfocitos	   TCD4+.	   N.S.:	   No	  
significativo	  (p>0,05)	  
 
Al analizar la evolución de los valores de Treg según la edad 
gestacional observamos que existe una correlación inversa entre la 
frecuencia de células Treg y la semana gestacional (r = −0,666; p < 
0,001). Es decir, cuanto más prematuro es el neonato mayor 
porcentaje de Treg presenta y estos valores van disminuyendo a 
medida que avanza la edad gestacional (Figura 21). 
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Figura	  21.	  Correlación	  entre	  el	  porcentaje	  de	  células	  Treg	  y	  la	  
edad	  gestacional	  en	  el	  total	  de	  neonatos	  (prematuros	  y	  nacidos	  
a	  término).	  	  
 
 
4.1.3.2 Fenotipo de las células Treg 
Se determinó qué fenotipo presentaban estas células Treg, 
distinguiendo entre Treg naive (definidas como CD45RA+) o Treg 
efectoras (definidas como CD45RA−) (70). Los resultados mostraron 
que la proporción de Treg efectoras fue mayor en prematuros que en 
nacidos a término (p = 0,048) (Figura 22). Aunque no se observaron 
diferencias significativas entre los dos grupos en cuanto al número 
absoluto de Treg naive o efectoras (p > 0,05), los resultados muestran 
que la cantidad de Treg efectoras en el grupo de prematuros fue 
ligeramente superior a la observada en nacidos a término (Figura 23). 
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Figura	  22.	  Fenotipo	  de	  células	  Treg	  en	  neonatos.	  Se	  indican	  los	  valores	  de	  
porcentaje	  de	  Treg	  efectoras	  y	  Treg	  naive	  con	  respecto	  al	  total	  de	  Treg.	  
 
 
Figura	   23.	   Número	   de	   células	   por	   μl	   de	   sangre	   para	   las	  
poblaciones	  de	  Treg	  naive	  y	  Treg	  efectoras.	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4.1.4.   Mecanismos implicados en la producción y 
supervivencia de linfocitos T 
 
Dado el papel clave que juegan los linfocitos T, y en especial las Treg, 
en la homeostasis inmune decidimos profundizar más en las razones que 
podrían estar detrás de la marcada linfopenia observada en prematuros, 
y también explicar por qué a diferencia del resto de poblaciones de 
linfocitos, la frecuencia de Treg fue superior en prematuros que en 
neonatos nacidos a término. 
 
4.1.4.1 Análisis de la Función Tímica 
Uno de los posibles mecanismos que explicaría los recuentos 
inferiores de linfocitos T sería que la producción tímica de nuevas 
células T fuera inferior en los niños prematuros. Para analizar la 
función tímica se utilizó un método que cuantifica un marcador 
denominado “T-cell rearrangement excision circles” (TREC) en sangre 
periférica (35, 65). Este marcador aparece en las células T recién 
salidas del timo y dado que no se replica durante la división su 
cantidad se considera directamente proporcional a la producción 
tímica de nuevos linfocitos T. 
En colaboración con los Dres. Sara Ferrando y Manuel Leal del 
Hospital Virgen del Rocío de Sevilla, se determinó el ratio entre signal-
joint TREC (sj-TREC) y β-TREC como se describe en el trabajo de 
Ferrando et al. (65). No se encontraron diferencias significativas en el 
ratio TREC entre prematuros y neonatos nacidos a término, tanto en 
PBMCs totales (p = 0,502), como cuando se determinó en linfocitos T 
CD4+ purificados (p = 0,707) (Figura 24). Además no se observó 
correlación entre los valores de TREC y los recuentos de linfocitos T (p 
> 0,05), por lo que no encontramos evidencias de que la deficiencia de 
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linfocitos T esté asociada a una menor producción tímica de estas 
células. También se midió la presencia de la proteína tirosina-kinasa 7 
(PTK7), que se ha descrito que podría constituir también un marcador 
de función tímica (66). La expresión de PTK7 fue indetectable en la 
población de linfocitos TCD8+ y en cuanto a los TCD4+ no se 
observaron diferencias significativas entre neonatos prematuros y los 
nacidos a término (p = 0,077). Además, como se mencionó en el 
apartado 4.1.2.5 no se observaron diferencias entre prematuros y 
nacidos a término en la frecuencia de células RTEs (Tabla 7) que 
constituyen un marcador indirecto de producción tímica, apoyando la 
ausencia de diferencias en cuanto a función tímica entre los dos 
grupos de neonatos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	  
Figura	   24.	   Valor	   medio	   (+E.E.M)	   del	   ratio	   sj-­‐TREC/β-­‐
TREC	  en	  	  linfocitos	  TCD4+.	  N.S.:	  No	  significativo	  (p>0,05)	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4.1.4.2 Valores plasmáticos de Interleuquina-7 (IL-7) 
La IL-7 juega un papel determinante en la expansión y en la 
supervivencia de los linfocitos T en periferia (71, 72). Dado que no 
encontramos evidencias en neonatos prematuros de una menor 
producción tímica, decidimos estudiar si la linfopenia observada podría 
deberse a alteraciones en los mecanismos responsables de mantener 
la expansión o supervivencia de las células T producidas. En primer 
lugar cuantificamos la concentración plasmática de IL-7 (Tabla 8), 
observando que en los neonatos prematuros los valores eran muy 
inferiores a los observados en los nacidos a término (p = 0.001) 
(Figura 25). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura	   25.	   Valor	   medio	   (+E.E.M)	   de	   la	   concentración	  
de	  IL-­‐7	  en	  plasma	  (pg/ml).	  **:	  p<0,01.	  
 
 
También se determinó la presencia del receptor para la IL-7 (IL-
7Rα ó CD127) en linfocitos T totales y en células TCD4+. Los 
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resultados muestran que el porcentaje de linfocitos T y de TCD4+ que 
expresan dicho receptor IL-7Rα fue significativamente inferior en 
neonatos prematuros (Tabla 8). 
  
 N Prematuros N Término Valor P 
IL-7 (pg/ml)  85 0,50 (0,2-0,8) 68 0,95 (0,32-2,3) 0,001 
% Linf. T 
CD127+ 
29 90,9 (89,8-92,2) 18 92,3 (90,9-93) 0,029 
% TCD4 
CD127+ 
29 89,2 (88-90,7) 18 90,9 (89,9-92,1) 0,013 
 
Tabla	   8.	   Concentración	   en	   plasma	   de	   IL-­‐7	   (pg/ml)	   y	   porcentajes	   de	  
linfocitos	   T	   y	   células	   TCD4+	   que	   expresan	   el	   IL-­‐7Rα	   (CD127).	   Los	   valores	   se	  
muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  25-­‐75).	  Se	  considera	  estadísticamente	  
significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05.	  	  
 
 
Además, observamos que existía una correlación directa entre el 
porcentaje de células que expresaban IL-7Rα y el recuento absoluto 
tanto de TCD4+ (r = 0,367; p = 0,023) como de TCD8+ (r = 0,475; p 
= 0,003) (Figuras 26A y 26B). Cuanto menor era la expresión de IL-
7Rα menor fue la cantidad de TCD4+ y TCD8+ en circulación. No 
encontramos diferencias significativas en cuanto a la intensidad media 
de fluorescencia (MFI) en linfocitos T totales (prematuros = 
3577±154, término = 3755±195; p = 0,204), ni tampoco en 
linfocitos TCD4+ (prematuros = 6499±212, término = 7117±214; p 
= 0,092). Por tanto, no hay diferencias en cuanto a la cantidad de IL-
7Rα expresado por cada célula, pero la proporción de células que 
expresan el IL-7Rα, y que por tanto son sensibles a la acción de la IL-7, 
fue inferior en neonatos prematuros.  
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Figura	  26.	  Correlación	  entre	  el	  porcentaje	  de	  células	  que	  expresan	  IL-­‐7Rα	  
(CD127)	  y	  el	  número	  absoluto	  por	  μl	  de	  linfocitos	  T	  CD4+	  (A),	  T	  CD8+	  (B).	  	  
 
 
Como se ha comentado anteriormente, los RTEs son linfocitos T 
que se han generado recientemente en el timo, son los precursores 
de los linfocitos T naive y por tanto, responsables de generar el 
repertorio de linfocitos T.  Como se muestra en la tabla 6, no 
encontramos diferencias en cuanto a la proporción de estas células 
entre los dos grupos. Sin embargo, el valor absoluto de TCD4+ RTEs 
(p = 0,025) y TCD8+ RTEs (p = 0,008) fue muy inferior en 
prematuros que en neonatos nacidos a término. Dado que esta 
población de RTEs es especialmente dependiente de IL-7 para su 
superviviencia (73), analizamos si su bajo número podría relacionarse 
con la menor expresión de IL-7Rα. Efectivamente, el análisis muestra 
que los valores absolutos tanto de TCD4+ RTE como de TCD8+ RTE 
se correlacionaban directamente con la proporción de células que 
expresaban IL-7Rα (p < 0.05) (Figuras 27A y 27B). 
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Figura	  27.	  Correlación	  entre	  el	  porcentaje	  de	  células	  que	  expresan	  IL-­‐7Rα	  
(CD127)	   y	   el	   número	   absoluto	   por	   μl	   de	   linfocitos	   TCD4+	   RTEs	   (A)	   y	   TCD8+	  
RTEs	  (B).	  
 
 
A modo de resumen, nuestros resultados indican que los neonatos 
prematuros presentan una marcada deficiencia cuantitativa en todas y 
cada una de las poblaciones inmunes analizadas, en comparación a los 
niños nacidos a término. La única población que no aparece disminuida 
en prematuros son las células Treg, probablemente debido al papel que 
juegan en la tolerancia materno-fetal. El carácter supresor de las Treg, 
unido a la deficiencia que observamos en los niveles de IL-7 y de su 
receptor IL-7Rα, que son claves para la supervivencia de los linfocitos T, 
podrían estar implicados en la marcada leucopenia y linfopenia 
observada en neonatos prematuros. 
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4.2.  Análisis inmunológico en niños con 
síndrome de DiGeorge 
 
Una vez demostrado que los niños poseen desde el nacimiento 
valores adecuados (e incluso aumentados) de Treg, quisimos estudiar 
que efecto podría tener en el desarrollo normal del sistema inmune una 
disfunción o deficiencia en los valores de Treg. Para realizar este estudio, 
existe un modelo que se asemeja a estas condiciones que son los 
pacientes con síndrome de DiGeorge. Estos pacientes presentan un 
defecto cromosómico que consiste en una delección en el cromosoma 
22 (22q11.2), y que se asocia a una disfunción tímica. Dado que las Treg 
tienen un origen tímico, analizamos si los valores de Treg en una cohorte 
de niños con síndrome de DiGeorge (SDG) asintomáticos (sin historial de 
infecciones recurrentes u otras alteraciones) estaban alterados con 
respecto a los de un grupo de controles sanos, y en tal caso que efectos 
podría tener sobre el sistema inmune la carencia de esta población. Se 
realizó un análisis comparativo de las distintas poblaciones inmunitarias y 
de las células Treg entre un grupo de 10 niños con SDG y 12 niños 
sanos de edades similares como grupo control. 
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4.2.1.   Déficit de linfocitos T y disfunción tímica en 
niños con SDG 
 
4.2.1.1 Características demográficas y poblaciones inmunes en 
niños con síndrome de DiGeorge 
No se observaron diferencias significativas en cuanto a edad o 
sexo entre los dos grupos (Tabla 9). Los porcentajes (Tabla 9) y 
valores absolutos (Tabla 10) de monocitos, basófilos, neutrófilos y 
eosinófilos en los niños con SDG fueron comparables a los observados 
en el grupo control (p > 0.05). Estas poblaciones, al no tener un origen 
tímico no aparecen alteradas en el grupo SDG. Sin embargo, se 
observó una tendencia (aunque no fue estadísticamente significativa) a 
valores absolutos inferiores de linfocitos en el grupo SDG (Tabla 10). 
Al analizar las distintas subpoblaciones de linfocitos, observamos que 
los porcentajes y recuentos de las células que no tienen origen tímico, 
como células B, NK y NKT fueron comparables en ambos grupos (p > 
0.05). Sin embargo las subpoblaciones que tienen origen tímico, 
TCD4+ y TCD8+, estaban marcadamente disminuidas en porcentaje 
(Tabla 9) y en número absoluto en el grupo SDG (Tabla 10). 
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 Pacientes SDG Controles Valor P 
N 10 12  
Edad (años) 2,2 (1,2-5,8) 3,5 (2,4-4,3) N.S. 
Sexo (nº varones, 
%) 
3 (30%) 4 (33%) N.S. 
% Monocitos # 10,5 (8,02-12,52) 7,03 (5,56-9,63) N.S. 
% Basófilos # 1,35 (1,05-1,60) 1,07 (0,78-1,27) N.S. 
% Neutrófilos § 91,15 (67,7-96,4) 89,59 (85,2-95,1) N.S. 
% Eosinófilos § 7,22 (3,02-31,6) 9,82 (2,98-13,79) N.S. 
% Linfocitos # 43,41 (28,9-49,6) 43,25 (36,6-54,4) N.S. 
! % TCD4+ 30,28 (28,4-38,3) 35,78 (34,9-43,4) 0,016 
! % TCD8+ 12,48 (9,8-15,9) 19,42 (16,2-25,5) 0,004 
! % Células NK 
13,81 (9,9-28,7) 
10,78 (7,04-
14,72) 
N.S. 
! % Células 
NKT 
0,43 (0,20-1,91) 0,72 (0,43-1,18) N.S. 
! % Linfocitos 
B 
29,36 (19,0-38,9) 19,56 (15,2-24,7) N.S. 
 
Tabla	   9.	   Características	   demográficas	   y	   porcentajes	   de	   las	   poblaciones	  
inmunitarias.	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  25-­‐75).	  #	  
Porcentaje	  con	  respecto	  al	   total	  de	   leucocitos.	  §	  Porcentaje	  con	  respecto	  al	  
total	  de	  granulocitos.	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  
p<0,05.	  N.S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	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 Pacientes SDG Controles Valor P 
Monocitos 693 (421-780) 515 (266-885) N.S. 
Basófilos 75 (64-84) 74 (47-107) N.S. 
Neutrófilos 1623 (695-3301) 2240 (942-3303) N.S. 
Eosinófilos 183 (51-402) 220 (75-445) N.S. 
Linfocitos 
3057 (2342-
3612) 
3452 (2709-
4377) 
0,177 
! TCD4+ 1003 (317-439) 
1359 (1012-
1558) 
0,016 
! TCD8+ 356 (317-439) 700 (489-903) 0,004 
! Células NK 423 (363-784) 322 (189-589) N.S. 
! Células NKT 11 (7-40) 22 (13-42) N.S. 
! Linfocitos B 793 (577-1283) 742 (454-996) N.S. 
 
Tabla	   10.	   Valores	   absolutos	   (células	   por	   μl	   de	   sangre)	   de	   las	   poblaciones	  
inmunitarias.	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  25-­‐75).	  Se	  
considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	   p<0,05.	   N.S.:	   no	  
significativo	  (p>0,05).	  
 
 
4.2.1.2 Análisis de la función tímica en niños con SDG 
Dado que las únicas poblaciones que aparecían alteradas en los 
niños con SDG eran los linfocitos T, analizamos si efectivamente se 
debía a una disfunción tímica. Para ello, se cuantificaron los 
marcadores TREC mencionados previamente. Se cuantificó el ratio 
sj/β-TREC que sería indicativo de la función o capacidad tímica y se 
encontraron valores ligeramente inferiores (pero no significativos) en 
el grupo SDG (Figura 28A). También se midieron individualmente los sj-
TRECs y los β-TREC, que serían indicativos de la producción tímica de 
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nuevas células T (65, 74). Los resultados mostraron que ambos 
marcadores presentaban una reducción de más de 5 veces en el 
grupo SDG en comparación con controles sanos (Figura 28B, 28C). 
Estos resultados sugieren que el tejido tímico presente en los niños 
con SDG mantiene una funcionalidad por gramo de tejido similar a la 
de individuos sanos. Sin embargo, la cantidad total de nuevas células T 
producidas por el timo es inferior en estos pacientes debido a que 
probablemente tengan menores cantidades totales de tejido tímico. 
   
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
Figura	   28.	   Ratio	   sj/β-­‐TREC	   (A),	   cantidad	   de	   sj-­‐TREC	   por	   millón	   de	  
células	   (B),	   cantidad	   de	   β-­‐TREC	   por	   millón	   de	   células	   (C),	   valor	  
absoluto	   de	   TCD4+	   CD31+	   (RTEs)	   por	   μl	   de	   sangre.	   Las	   gráficas	  
representan	  el	  valor	  medio	  (+E.E.M).	  ***:	  p<0,001;	  **:	  p<0,01.	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Como se ha mencionado previamente el marcador CD31 
identifica células TCD4+ naive que acaban de salir del timo y que 
tienen una baja historia proliferativa, por lo que se las considera RTEs. 
Coincidiendo con los resultados obtenidos en la cuantificación de 
TREC, este marcador de producción tímica también aparece 
disminuido en el grupo SDG (Figura 28D). 
 
 
4.2.2.   Alteraciones en la homeostasis contribuyen 
al déficit de linfocitos T 
 
Al analizar el fenotipo de células TCD4+ y TCD8+ se observa que el 
número absoluto de células naive en ambas subpoblaciones está 
disminuido en el grupo SDG (Figura 29). La producción tímica (sj-TREC y 
β-TREC) se correlacionaba directamente con los recuentos de células 
naive TCD4+ y TCD8+ (p < 0,05), corroborando que la principal causa de 
la deficiencia de células T sería la deficiente producción tímica en niños 
con SDG. También se encontraron valores inferiores en el grupo SDG 
para la población de células TCD4+ memoria. 
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Figura	   29.	   Valores	   absolutos	   de	   subpoblaciones	   de	  
células	   TCD4+	   y	   TCD8+	   por	   μl	   de	   sangre.	   Las	   gráficas	  
representan	  el	  valor	  medio	  (+E.E.M).	  *:	  p<0,05.	  
 
 
Al analizar la proporción de cada subpoblación se observó que en 
niños con SDG el porcentaje de TCD4+ naive está disminuido (p  = 
0.002), mientras que el porcentaje de TCD4+ memoria estaba 
ligeramente aumentado (sin ser significativo estadísticamente). Sin 
embargo los porcentajes de células naive y memoria para la población 
TCD8+ fueron similares en el grupo control y SDG (Figura 30). Estos 
resultados sugieren que, además de la disfunción tímica, en la población 
de células TCD4+ también se está produciendo una desregulación de la 
homeostasis periférica.   
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Figura	   30.	   Porcentajes	   de	   subpoblaciones	   de	   células	  
TCD4+	  y	  TCD8+.	  Las	  gráficas	  representan	  el	  valor	  medio	  
(+E.E.M).	  **:	  p<0,01. 
 
Por otro lado, también se observó una correlación directa entre los 
valores absolutos de TCD4+ naive y la cantidad de estas células que 
expresaban el marcador CD31 en ambos grupos. Sin embargo en el 
grupo SDG, un mismo valor de células TCD4+ naive se asoció con niveles 
inferiores de células CD31+ que en el grupo control (Figura 31). Dado 
que los valores de CD31 en TCD4+ se consideran un marcador indirecto 
de historia proliferativa (68), estos resultados ponen en evidencia que la 
población de células TCD4+ naive estaría experimentando un incremento 
en la proliferación periférica en el grupo SDG, probablemente como un 
mecanismo de compensación para mantener el pool de células TCD4+ a 
pesar de la deficiencia en la producción tímica de estas células. 
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Figura	   31.	   Correlación	   entre	   el	   número	   absoluto	   de	   células	  
TCD4+	  naive	  y	  el	  número	  absoluto	  por	  μl	  de	  linfocitos	  TCD4+	  RTEs.	  
 
 
 
4.2.3.   La expresión de IL-7Rα en células TCD4+ está 
disminuida en niños con SDG 
 
Como se ha comentado anteriormente la señal a través de IL-7 es 
crucial para la supervivencia y expansión de linfocitos T (71, 72) y se ha 
demostrado que es un mecanismo homeostático clave para mantener el 
pool de células TCD4+ naive cuando el timo no funciona correctamente 
(75). Por lo tanto analizamos si en los niños con SDG existían 
alteraciones en la expresión del IL-7Rα (CD127) por parte de las células 
T que podrían relacionarse con las alteraciones en la homeostasis 
observadas. Como se muestra en la Figura 32, la expresión de IL-7Rα en 
linfocitos T totales y en TCD4+ fue significativamente inferior en el grupo 
SDG. Sin embargo no se observaron diferencias de expresión para la 
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población TCD8+ (p = 0,197). Al calcular la intensidad media de 
fluorescencia (MFI) para IL-7Rα, que sería proporcional a la cantidad de 
receptores expresados por cada célula, no encontramos diferencias 
entre grupos para ninguna de las poblaciones de linfocitos T. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  32.	  Porcentaje	  de	  linfocitos	  totales,	  TCD4+	  
y	   TCD8+	   que	   expresan	   IL-­‐7Rα.	   Las	   gráficas	  
representan	  el	  valor	  medio	  (+E.E.M).	  **:p<0,01;	  *:	  
p<0,05. 
 
IL-7 y IL-7Rα han demostrado ser cruciales para mantener el tamaño 
del “pool” de células TCD4+ naive cuando el timo sufre la involución 
asociada a la edad (75). Por tanto, analizamos si los valores disminuidos 
de TCD4+ naive observados en el grupo SDG se asociaban con una 
menor expresión del IL-7Rα. Los resultados mostraron que, mientras la 
mayoría de TCD4+ naive (> 90%) de los niños sanos expresaban IL-7Rα, 
la frecuencia de células que expresaban este receptor fue muy inferior 
en el grupo SDG (p = 0,002) (Figura 33). En cuanto a la MFI o densidad 
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de IL-7Rα en células TCD4+ naive no se observaron diferencias entre los 
dos grupos (p = 0,968). 
 
 
 
 
 
 
	  
Figura	  33.	  Porcentaje	  de	  linfocitos	  TCD4+	  naive	  
que	   expresan	   IL-­‐7Rα.	   Las	   gráficas	   representan	  
el	  valor	  medio	  (+E.E.M).	  **:p<0,01. 
 
 
4.2.4.   Valores y fenotipo de células Treg en niños 
con SDG 
 
Las células Treg pueden presentarse en estado naive o como Treg 
memoria o activadas (70). Al igual que otros linfocitos TCD4+, las células 
Treg se generarían en el timo con un fenotipo naive y estas células 
podrían activarse y proliferar transformándose en Treg activadas. De 
hecho, observamos que el número absoluto de Treg naive se 
correlacionaba directamente con los marcadores de producción tímica 
medida por sjTREC (r = 0,680; p = 0,002) (Figura 34) o por β-TREC (p = 
0,006), confirmando su origen tímico. Estudiamos si la población Treg 
estaba afectada por la menor producción tímica en los niños con SDG y 
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observamos que efectivamente el número absoluto de Treg era inferior 
en el grupo SDG (p = 0,047) (Figura 35), mientras que no observamos 
diferencias en cuanto a su porcentaje. 
  
 
 
 
 
 
 
Figura	   34.	   Correlación	   entre	   el	   número	   absoluto	   de	  
células	   Treg	   naive	   y	   la	   cantidad	   de	   sj-­‐TREC	   por	   millón	   de	  
PBMCs.	  
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   35.	   Número	   absoluto	   de	   células	  
Treg	   (Foxp3+)	   por	   μl	   de	   sangre.	   Las	  
gráficas	   representan	   el	   valor	   medio	  
(+E.E.M).	  *:p<0,05. 
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La activación y la diferenciación de células Treg es un mecanismo 
implicado en la homeostasis periférica que permite restringir el aumento 
de células T activadas y que previene por tanto el que se de una 
proliferación excesiva de linfocitos. Los niños del grupo SDG, además de 
presentar valores absolutos inferiores de Treg mostraron diferencias en 
comparación a controles en cuanto a la distribución de estas Treg. Al 
determinar el fenotipo naive o memoria/activada en las Treg se observa 
que en el grupo SDG hay una menor proporción de Treg naive y una 
mayor proporción de Treg activadas que en el grupo control (Figura 36). 
Un detalle importante es que al calcular el ratio naive:activadas en las 
Treg observamos que este ratio estaba invertido en los niños SDG. El 
valor mediano (percentil 25-75) del ratio Treg naive:activadas en 
controles fue de 1,25 (1,12-1,73) mientras que en el grupo SDG fue de 
0,65 (0,33-1,04) (p = 0,010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   36.	   Porcentaje	   de	   células	   Treg	   naive	   y	  
activadas.	   Las	   gráficas	   representan	   el	   valor	  
medio	  (+E.E.M).	  *:p<0,05. 
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Es decir, a diferencia de controles sanos que tienen más Treg naive 
que activadas, en los niños con SDG se da una inversión del fenotipo y 
sus Treg tienen un fenotipo mayoritariamente activado. Estos resultados 
reflejan que existe una diferenciación de Treg naive hacia Treg 
memoria/activadas en respuesta a la mayor proliferación de células 
TCD4+ naive que se observó en los niños con SDG. De hecho, 
comprobamos que el porcentaje de Treg activadas se correlacionó 
inversamente con la cantidad de células TCD4+ naive en circulación sólo 
en el grupo SDG y no en controles (Figura 37). Es decir, en los niños 
donde mayor era la caída de TCD4+ naive o su diferenciación a células 
memoria se encontró una mayor proporción de Treg activadas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   37.	   Correlación	   entre	   el	   número	   absoluto	   de	   células	  
TCD4+	  naive	  y	  la	  proporción	  de	  células	  Treg	  activadas.	  
 
 
Además, encontramos que en el grupo SDG el porcentaje de Treg 
activadas se correlacionaba directmante con la frecuencia de TCD4+ 
activadas (r = 0,899; p = 0,015) y de TCD4+ efectoras (r = 0,695; p = 
0,056), lo cual indica que las Treg activadas podrían estar aumentando 
proporcionalmente a medida que aumenta la proporción de células 
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activadas y efectoras con el fin de controlar su expansión. Sin embargo, 
esta asociación de las Treg activadas con la proporción de TCD4+ 
activadas y efectoras no se observó en el grupo control (r = 0,350; p = 
0,265 para TCD4+ activadas y r = 0,238; p = 0,456 para TCD4+ 
efectoras) (Figuras 38A, 38B), probablemente debido a que la 
proporción de estas células TCD4+ es mucho más estable y homogénea 
en controles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  38.	  Correlación	  entre	  la	  proporción	  de	  células	  Treg	  activadas	  y	  el	  
porcentaje	  de	  células	  TCD4+	  activadas	  (A)	  y	  TCD4+	  efectoras	  (B). 
 
 
Resumiendo, nuestros resultados muestran que los niños con SDG 
presentan una disfunción en la producción tímica de linfocitos T que 
conduce a una deficiencia en la cantidad de células TCD4+ y TCD8+ 
naive. En el caso de la población TCD8+, no se encontraron evidencias de 
un mecanismo compensatorio que intente normalizar los valores en 
periferia de esta población, y las proporciones de TCD8+ naive y 
memoria fueron similares a las observadas en niños sanos. Sin embargo, 
para la población TCD4+ hallamos evidencias de que existe una mayor 
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historia proliferativa y una expresión disminuida del IL-7Rα, lo cual estaría 
favoreciendo la diferenciación de células TCD4+ naive hacia células 
TCD4+ memoria o activadas. El aumento en la proliferación y/o 
diferenciación de esta población TCD4+ activaría el mecanismo 
homeostático mediado por Treg, invirtiendo su fenotipo y aumentando la 
proporción de Treg activadas. Todo ello con el objetivo de asegurar que la 
expansión de linfocitos T permanezca bajo control evitando así un 
desequilibrio homeostático y una hiperactivación del sistema inmune. Sin 
embargo, la diferenciación y pérdida tanto de células TCD4+ naive como 
de Treg, que provocan que sus valores absolutos sean menores, podrían 
tener consecuencias a largo plazo y podría estar detrás de la mayor 
incidencia de enfermedades autoinmunes que se da en pacientes con 
SDG. 
  
Rafael Correa Rocha  Resultados 
 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA  105 
4.3.  Factores inmunológicos implicados 
en la inducción de tolerancia en 
niños alérgicos 
 
Las alergias alimentarias son muy comunes en la infancia y su 
prevalencia y persistencia está aumentando en los últimos años. Sin 
embargo, en muchos casos estas alergias pueden resolverse 
espontáneamente o mediante el uso de inmunoterapias orales. La 
inducción de tolerancia específica mediante la administración oral de 
dosis crecientes de un alérgeno (SOTI) ha demostrado tener un alto 
índice de éxito. Sin embargo, se desconocen los mecanismos 
inmunológicos que conducen a esta adquisición de tolerancia o 
desensibilización. Uno de los principales candidatos en mediar este 
proceso son las células Treg, que en modelos animales han demostrado 
ser clave en controlar las respuestas alérgicas y conducir a la tolerancia 
(59, 76-78). Sin embargo, se desconoce que papel juegan estas células 
en la alergia pediátrica y su implicación en la adquisición de tolerancia. 
Por todo ello, realizamos un estudio en un total de 19 niños alérgicos al 
huevo que fueron enrolados en un protocolo SOTI para desensibilizarlos. 
Se hizo un análisis exhaustivo de las distintas poblaciones inmunitarias 
comparando para cada niño una muestra antes de la primera 
administración de alergeno (T0) con otra muestra recogida cuando el 
niño ya era tolerante (Tend). De esta manera se pretendió determinar 
qué cambios inmunológicos o qué poblaciones celulares eran 
responsables o estaban implicadas en la adquisición de tolerancia.  
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4.3.1.   Sujetos de estudio y adquisición de tolerancia 
  
El análisis inmunológico se realizó en un grupo de 19 niños alérgicos 
al huevo tratados con SOTI con un rango de edades de 4-14 años, y un 
grupo de 22 niños sanos como grupo control con edades comprendidas 
entre 3-13 años. No existían diferencias de edad entre grupos (p = 
0.072), siendo la edad media (±E.E.M.) en el grupo SOTI de 9,23±0,68 
años, y de 7,20±0,82 años en el grupo control. Un total de 16 de los 19 
niños alcanzaron la tolerancia completa al huevo, lo que constituye un 
éxito del 84,2%. Se consideró que un niño había alcanzado la tolerancia 
completa cuando era capaz de ingerir 10 gr de huevo en polvo (el 
equivalente a un huevo entero) sin presentar ninguna reacción adversa. 
El tiempo medio que transcurrió desde el inicio de SOTI hasta la 
adquisición de tolerancia fue de 9,7±0,9 semanas. El tratamiento SOTI 
no consiguió desensibilizar a 2 niños, que debieron interrumpir el 
tratamiento debido a la aparición de reacciones anafilácticas, y consiguió 
una tolerancia parcial en un niño que paso a tolerar el huevo cocido pero 
que permaneció sensible al huevo crudo. 
 
 
  
Rafael Correa Rocha  Resultados 
 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA  107 
4.3.2.   SOTI sólo modifica los valores de determinadas 
subpoblaciones de linfocitos TCD4+ 
 
Se analizó qué poblaciones inmunes fueron modificadas entre T0 y 
Tend en los 16 niños que habían alcanzado una tolerancia completa. 
Sorprendentemente, los porcentajes (Tabla 11) y los valores absolutos 
(Tabla 12) de todas y cada una de las poblaciones analizadas no 
experimentaron ningún cambio con SOTI. 
 
 T0 Tend Valor P 
% Monocitos # 5,63 (4,91-7,38) 6,54 (4,95-7,93) N.S. 
% Basófilos # 1,26 (0,91-1,87) 1,18 (0,74-1,57) N.S. 
% Granulocitos # 49,40 (42,8-55,4) 48,31 (40,8-52,1) N.S. 
% Neutrófilos § 84,17 (74,3-87,7) 84,06 (76,4-90,2) N.S. 
% Eosinófilos § 14,36 (10,9-23,6) 14,25 (8,9-20,0) N.S. 
% Linfocitos # 40,1 (30,9-45,4) 41,1 (35,5-43,3) N.S. 
! % TCD4+ 39,9 (34,7-42,7) 41,2 (37,6-42,4) N.S. 
! % TCD8+ 24,4 (21,5-26,7) 22,2 (20,4-25,4) N.S. 
! % Células NK 9,39 (6,9-10,2) 8.07 (7,2-10,8) N.S. 
! % Células NKT 1,22 (0,9-2,1) 1,44 (1,0-1,8) N.S. 
! % Linfocitos B 15,2 (12,5-18,6) 15,8 (13,4-18,1) N.S. 
 
Tabla	  11.	  Porcentajes	  de	  las	  poblaciones	  inmunitarias	  antes	  de	  SOTI	  (T0)	  
y	  al	  alcanzar	  la	  tolerancia	  (Tend).	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  
(percentiles	   25-­‐75).	   #	   Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	   leucocitos.	   §	  
Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	   granulocitos.	   N.S.:	   no	   significativo	  
(p>0,05).	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 T0 Tend Valor P 
Monocitos 327 (263-475) 383 (286-506) N.S. 
Basófilos 71 (52-86) 75 (52-87) N.S. 
Granulocitos 2624 (1772-3911) 2499 (2096-3207) N.S. 
! Neutrófilos 2084 (1530-3337) 1982 (1744-2654) N.S. 
! Eosinófilos 339 (231-660) 460 (274-631) N.S. 
Linfocitos 2217 (1750-2818) 2533 (2030-2892) N.S. 
! TCD4+ 804 (697-1090) 942 (881-1220) N.S. 
! TCD8+ 548 (390-695) 600 (453-703) N.S. 
! Células NK 185 (153-270) 204 (152-260) N.S. 
! Células NKT 33 (20-48) 38 (22-44) N.S. 
! Linfocitos B 353 (203-507) 375 (287-493) N.S. 
 
Tabla	  12.	  Valores	  absolutos	  (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  de	  las	  poblaciones	  
inmunitarias	   antes	   de	   SOTI	   (T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	   tolerancia	   (Tend).	   Los	  
valores	   se	   muestran	   como	   medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   N.S.:	   no	  
significativo	  (p>0,05).	  
	  
 
4.3.2.1 Análisis de subpoblaciones de linfocitos T 
Al analizar las distintas subpoblaciones de linfocitos T se observó 
una disminución significativa en el porcentaje y número absoluto de 
células TCD4+ efectoras (también denominadas memoria-efectoras o 
Tem), que constituyen un elemento clave en la respuesta alérgica 
(Tabla 13, Tabla 14). El porcentaje de las demás poblaciones 
analizadas no mostró ningún cambio con SOTI. Al analizar el número 
absoluto (cantidad de células circulantes), además de la disminución 
de Tem, también encontramos que las células TCD4+ RTE 
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aumentaban significativamente tras SOTI lo cual indicaba una mayor 
generación de nuevas células TCD4+ por parte del timo (Tabla 14). 
 
 T0 Tend Valor P 
% Linfocitos TCD4+    
% Naive • 57,1 (52,9-62,6) 58,1 (50,4-68,8) N.S. 
% Activadas • 3,92 (3,0-4,8) 3,92 (2,3-5,8) N.S. 
% Memoria • 34,2 (29,2-36,4) 30,6 (25,6-36,8) N.S. 
% Tem • 0,56 (0,45-1,5) 0,29 (0,16-0,58) 0,017 
% RTEs • 42,4 (39,2-49,2) 43,5 (40-56,1) N.S. 
% CD38/ROneg 
• 
42,6 (31,4-51,7) 50,4 (42,6-57,6) N.S. 
% Linfocitos TCD8+    
% Naive # 57,5 (51,7-63,6) 57,6 (51,3-65,6) N.S. 
% Activadas # 4,18 (2,0-6,7) 6,68 (2,4-8,3) N.S. 
% Memoria # 24,8 (16,6-25,6) 22,6 (16,1-28,4) N.S. 
% Tem # 14,5 (3,9-22,1) 15,5 (10,8-20,3) N.S. 
% RTEs # 55,9 (46,1-58,6) 51,5 (48,2-61,4) N.S. 
 
Tabla	   13.	   Porcentajes	   de	   subpoblaciones	   de	   linfocitos	   T	   antes	   de	   SOTI	  
(T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	   tolerancia	   (Tend).	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	  
medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   •	   Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	  
linfocitos	  T	  CD4+.	  #	  Porcentaje	  con	  respecto	  al	  total	  de	  linfocitos	  T	  CD8+.	  
Se	   considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	  p<0,05.	   N.	   S.:	   no	  
significativo	  (p>0,05).	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 T0 Tend Valor P 
Linfocitos TCD4+    
Naive 477 (382-625) 621 (478-758) N.S. 
Activadas 36 (26-48) 41 (27-73) N.S. 
Memoria 287 (242-410) 329 (253-418) N.S. 
Tem 5 (3-12) 3 (1.2-4.7) 0,032 
RTEs 368 (277-489) 514 (404-650) 0,041 
CD38/ROneg 353 (263-596) 638 (415-718) 0,003 
Linfocitos TCD8+    
Naive 303 (254-372) 327 (286-365) N.S. 
Activadas 22 (11-44) 51 (13-63) N.S. 
Memoria 140 (79-193) 150 (115-231) N.S. 
Tem 76 (22-125) 95 (59-134) N.S. 
RTEs 270 (227-316) 322 (263-355) N.S. 
 
Tabla	  14.	  Valores	  absolutos	  (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  de	  subpoblaciones	  
de	   linfocitos	   T	   antes	   de	   SOTI	   (T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	   tolerancia	   (Tend).	   Los	  
valores	   se	   muestran	   como	   medianas	   (percentiles	   25-­‐75).	   Se	   considera	  
estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	   p<0,05.	   N.	   S.:	   no	   significativo	  
(p>0,05).	  
 
Otra de las poblaciones que experimentó cambios con SOTI fue 
una subpoblación particular de células TCD4+ que presentaba el 
siguiente fenotipo:  CD4+CD38+CD45RO−, y que llamaremos 
“CD38/ROneg” Esta subpoblación fue la única junto con las TCD4+ 
RTE que experimentó un aumento en su valor absoluto a Tend, que en 
este caso casi duplicó su valor. La molécula CD38 se ha considerado 
un marcador de activación, pero al analizar de forma más exhaustiva 
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esta población observamos que estas células CD38/ROneg no 
expresaron HLA-DR (el marcador definitorio de activación en TCD4+) 
ni tampoco CD45RO (que está presente en las células TCD4+ 
memoria y activadas) (Figura 39). Además, el recuento de estas 
células CD38/ROneg mostró una correlación positiva con la cantidad 
de TCD4+ RTE (r = 0,769; p = 0,003), lo que indica que su aumento 
está relacionado con una mayor producción tímica y que podría 
tratarse de células generadas de novo (Figura 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  39.	  Dot-­‐plots	  de	  un	  paciente	  representativo	  donde	  se	  muestra	  
la	  población	  de	  células	  TCD4+	  CD38/RO−	  y	  la	  ausencia	  de	  expresión	  de	  
HLA-­‐DR.	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Figura	  40.	  Correlación	  entre	  el	  valor	  absoluto	  de	  células	  CD38/ROneg	  
y	  de	  células	  TCD4+	  RTE. 
 
 
4.3.2.2 Diferencias entre niños alérgicos y sanos en las poblaciones 
de linfocitos T 
También comparamos los valores de las distintas poblaciones 
inmunes en niños alérgicos con los de niños sanos de edades 
comparables.  Antes del inicio de SOTI (T0), los niños con alergia 
tenían un porcentaje y número absoluto de Tem superiores que los 
observados en niños no alérgicos (p < 0,05), y al completar SOTI fue 
interesante observar que estos valores se normalizaron y volvieron a 
valores similares a los de controles (Figura 41A, 41B). De forma 
similar, el porcentaje y valores absolutos de células CD38/ROneg 
aparecieron muy disminuidos en niños alérgicos al compararlos con 
controles (p < 0,01) y estos valores se normalizaban tras alcanzar la 
tolerancia con SOTI (Figura 42A, 42B). Además, fue interesante 
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constatar que los 3 únicos niños que no alcanzaron una tolerancia 
completa no mostraron ninguna recuperación de CD38/ROneg entre 
el inicio de SOTI y la última muestra obtenida, e incluso disminuyeron 
sus valores. El porcentaje de CD38/ROneg en estos 3 niños pasó de 
una media (±E.E.M.) T0= 40,4±6,3 " Tend= 33,4±4,1 y lo mismo 
ocurrió con los valores absolutos T0= 442±125 " Tend= 394±68. 
Es decir, los niños alérgicos presentan mayor cantidad de Tem, que 
participarían en el proceso alérgico, y menos células CD38/ROneg 
que un niño no alérgico. Al tratar a los niños con SOTI, se consiguen 
normalizar estas dos poblaciones que vuelven a valores normales, lo 
que indica que esta nueva población de CD38/ROneg podría ser una 
población implicada en la desensibilización y constituir un marcador de 
tolerancia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	   41.	  Porcentajes	   (A)	  y	  valores	  absolutos	   (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  
(B)	  de	  células	  TCD4+	  effectoras	  (Tem	  CD4).	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  
medianas	   (percentiles	   25-­‐75)	   y	   las	   barras	   de	   error	   representan	   los	  
percentiles	  90-­‐10.	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  
p<0,05.	  *:p<0,05;	  **:p<0,01;	  ***:p<0,001.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	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Figura	   42.	  Porcentajes	   (A)	  y	  valores	  absolutos	   (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  
(B)	   de	   células	   TCD4+	   CD38/ROneg.	   Los	   valores	   se	   muestran	   como	  
medianas	   (percentiles	   25-­‐75)	   y	   las	   barras	   de	   error	   representan	   los	  
percentiles	  90-­‐10.	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  
p<0,05.	  **:p<0,01;	  ***:p<0,001.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05).	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4.3.3.   Cambios en la población Treg en niños tratados 
con SOTI 
 
Los resultados mostraron que la adquisición de tolerancia con SOTI 
estaba asociada con una aumento significativo en la frecuencia y en los 
valores absolutos de células Treg (Tabla 15, Figura 43). Al analizar el 
fenotipo de estas Treg, no encontramos cambios en cuanto a la 
proporción de Treg naive o Treg efectoras a Tend. Sin embargo, el 
aumento en el número absoluto de Treg fue más marcado para la 
población de Treg efectoras (Tabla 15).  
 
 T0 Tend 
Valor 
P 
% Treg Totales # 7,89 (7,11-9,99) 8,42 (7,41-9,81) 0,010 
% Treg Naive  • 
48,35 (43,7-
55,2) 
51,88 (44,5-
55,6) 
N.S. 
% Treg efectoras 
• 
52,21 (45,4-
56,5) 
48,64 (45,0-
56,1) 
N.S. 
Treg Totales 73 (49-93) 84 (61-105) 0,037 
Treg Naive  34 (24-49) 39 (32-59) N.S. 
Treg efectoras 35 (26-48) 43 (31-55) 0,031 
 
Tabla	  15.	  Porcentajes	  y	  valores	  absolutos	  (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  de	  
subpoblaciones	   de	   células	   Treg	   antes	   de	   SOTI	   (T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	  
tolerancia	  (Tend).	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  
25-­‐75).	   #	   Porcentaje	   con	   respecto	   al	   total	   de	   linfocitos	   TCD4+.	   •	  
Porcentaje	  con	  respecto	  al	  total	  de	  Treg.	  Se	  considera	  estadísticamente	  
significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05). 
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Figura	  43.	  Porcentajes	  y	  valores	  absolutos	  (células	  por	  μl	  de	  sangre)	  de	  
subpoblaciones	   de	   células	   Treg	   antes	   de	   SOTI	   (T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	  
tolerancia	   (Tend).	   Las	   líneas	  punteadas	   representan	   la	   evolución	  de	   los	  
valores	  de	  Treg	  para	  3	  pacientes	  representativos.	  Las	  líneas	  horizontales	  
representan	  la	  media	  (±E.E.M). 
 
El aumento de células Treg observado puede jugar un papel clave 
suprimiendo y normalizando los valores de células efectoras, y 
conduciendo a la tolerancia. Sin embargo, se desconoce como se 
originan estas Treg. Nuestros datos muestran un ligero aumento en el 
número absoluto de Treg naive, por tanto no podemos descartar que la 
mayor producción tímica, reflejada en el aumento de RTE (Tabla 14), sea 
responsable del aumento de Treg. Sin embargo, el mayor aumento en la 
población de Treg efectoras apunta a una inducción periférica de células 
Treg a partir de células TCD4+ naive (79). 
 
4.3.3.1 Efecto del aumento de Treg en las células efectoras 
implicadas en el proceso alérgico 
Se ha descrito que la respuesta inmune frente a alérgenos en 
individuos sanos o alérgicos es el resultado del equilibrio entre Treg y 
células T efectoras, y un cambio en la población dominante puede 
conducir al desarrollo de alergias o bien a la adquisición de tolerancia 
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(61). Analizamos el ratio entre Treg y células Tem y encontramos que 
este ratio experimentó un aumento de 2,3 veces a Tend (p = 0,010), 
alcanzando valores similares a los observados en el grupo control 
(Figura 44). SOTI podría estar induciendo la generación de Treg 
efectoras sin aumentar la población Tem. Este hecho unido al efecto 
supresor de las Treg sobre las células efectoras explicaría el cambio 
tan marcado en el ratio Treg/Tem. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  44.	  Ratio	  entre	   los	  valores	  absolutos	   (células	  
por	  μl	  de	  sangre)	  de	  células	  Treg	  y	  Tem	  antes	  de	  SOTI	  
(T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	   tolerancia	   (Tend).	   Las	   gráficas	  
representan	  el	  valor	  medio	  (+E.E.M).	  *:p<0,05. 
 
A continuación, analizamos si el descenso de células Tem que se 
observó en los pacientes que alcanzaban la tolerancia podría estar 
asociado al aumento de Treg. Los resultados mostraron que en niños 
alérgicos, los valores altos de Treg en circulación se correlacionaron con 
una menor proporción de células Tem. Sin embargo, esta correlación no 
se observó en el grupo de niños sanos (Figura 45). Por tanto, podemos 
concluir que la normalización en la frecuencia de células Tem descrita en 
el apartado anterior estaría asociada a un incremento en el número de 
Treg en circulación. 
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Figura	  45.	  Correlación	  entre	  el	  valor	  absoluto	  de	  células	  Treg	  (por	  μl	  de	  
sangre)	   y	   el	   porcentaje	  de	   células	   Tem	  en	  niños	   alérgicos	   y	   en	   controles	  
sanos.	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05.	  
 
Se ha descrito que los basófilos producen citoquinas como IL-4 e 
IL-13 que son claves para las manifestaciones de la enfermedad 
alérgica, por lo que también son un elemento importante en la 
tolerancia a alérgenos alimentarios. Las citoquinas inflamatorias 
producidas por las células TCD4+ efectoras son esenciales para la 
expansión y activación de basófilos y mastocitos. Por todo ello, 
analizamos cómo el balance entre células Treg y células Tem podría 
afectar a basófilos o granulocitos. No hallamos ninguna correlación 
entre Tem y eosinófilos o neutrófilos (p > 0,05). Sin embargo, en los 
niños alérgicos observamos una correlación directa entre la 
frecuencia de Tem y la cantidad de basófilos en circulación (Figura 46), 
pero esta correlación no aparecía en el grupo control. También 
observamos que en los niños alérgicos se daba una correlación 
negativa entre las Treg y el porcentaje de basófilos que no fue 
encontrada en controles (Figura 47), indicando que los niños alérgicos 
que presentaron una mayor proporción de basófilos fueron aquellos 
con menor cantidad de Treg en circulación. No encontramos cambios 
significativos en el porcentaje o número absoluto de basófilos entre T0 
y Tend (Tablas 11 y 12). Sin embargo, los resultados sugieren que en 
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los niños alérgicos los valores de basófilos y Tem están relacionados, y 
la recuperación del balance Treg/Tem gracias a SOTI podría 
contribuir a la normalización de los valores de basófilos y la 
desaparición de los síntomas de la alergia. 
  
 
 
 
 
 
 
Figura	   46.	   Correlación	   entre	   el	   valor	   absoluto	   de	   basófilos	   (por	   μl	   de	  
sangre)	   y	   el	   porcentaje	  de	   células	   Tem	  en	  niños	   alérgicos	   y	   en	   controles	  
sanos.	  Se	  considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05.	  
 
 
 
 
 
 
 
Figura	  47.	  Correlación	  entre	  el	  valor	  absoluto	  de	  Treg	  (por	  μl	  de	  sangre)	  
y	   el	   porcentaje	   de	   basófilos	   en	   niños	   alérgicos	   y	   en	   controles	   sanos.	   Se	  
considera	  estadísticamente	  significativo	  un	  valor	  de	  p<0,05. 
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4.3.4.   SOTI aumenta los valores plasmáticos de IgG 
específicas 
 
Se cuantificaron los valores de IgE total, IgE específicas, y los valores 
de IgG específica frente a clara de huevo en los niños alérgicos a T0 y 
Tend. El análisis indica que la IgE total y distintas IgE específicas (clara, 
ovoalbúmina y ovomucoide) no experimentaron cambios tras la terapia 
SOTI, pero los valores de IgG frente a clara aumentaron 
significativamente a Tend (p = 0,002) (Tabla 16). Además, el análisis de 
correlación entre variables en niños alérgicos (uniendo T0 y Tend) indica 
que los valores de IgG frente a clara se correlacionan positiva y 
únicamente con los valores absolutos de células CD38/ROneg (r = 
0,440; p = 0,007). 
 
 T0 Tend 
Valor 
P 
IgE (total) (kU/L) 738 (282-1578) 772 (329-1550) N.S. 
IgE clara 8,18 (3,6-14,2) 9,51 (4,1-15,1) N.S. 
IgE ovoalbúmina 4,63 (3,0-12,4) 4,61 (1,7-7,9) N.S. 
IgE ovomucoide 6,08 (2,2-12,8) 8,30 (2,6-17,8) N.S. 
IgG clara (mg/L) 5,02 (3,2-7,0) 20,8 (8,2-44,5) 0,002 
 
Tabla	   16.	   Valores	   en	   plasma	   de	   IgE	   total	   y	   específicas,	   y	   de	   IgG	  
específica	   frente	   a	   clara	   antes	   de	   SOTI	   (T0)	   y	   al	   alcanzar	   la	   tolerancia	  
(Tend).	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medianas	  (percentiles	  25-­‐75).	  Se	  
considera	   estadísticamente	   significativo	   un	   valor	   de	   p<0,05.	   N.	   S.:	   no	  
significativo	  (p>0,05). 
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4.3.5.   SOTI modifica las concentraciones plasmáticas 
de distintas citoquinas 
 
Se cuantificó en cada paciente a T0 y Tend la concentración en 
plasma de distintas citoquinas de tipo Th1, Th2, Th9, Th17 y Th22 (Tabla 
16). La concentración en plasma de IL-6 fue indetectable en todos los 
niños y no se encontraron diferencias significativas para IL-12, IL-4, IL-13, 
y IL-1β (p > 0,05). Sin embargo, al finalizar SOTI (Tend), los niños 
mostraron una marcada disminución en la concentración de algunas 
citoquinas de tipo Th1 como IL-2, TNF-α, e IFN-γ. También observamos un 
descenso en citoquinas Th2 como IL-5, e IL-10; tipo Th9 como IL-9; 
citoquinas Th22 como IL-22 y citoquinas Th17 como IL-17A (Tabla 17). 
Aunque no se encontraron diferencias significativas para IL-13 entre T0 y 
Tend, fue la única citoquina que mostró un aumento tras SOTI (Tabla 17). 
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 T0 Tend 
Valor 
P 
Th1 cytokines    
IL-2 
125,05 
(±36,4) 
27.53 (±14,2) 0,041 
IFN-γ 
174.69 
(±57.4) 
42.15 (±27.2) 0,036 
IL-12 42.43 (±25.2) < 1.5* N.S. 
TNF-α 30.73 (±12) < 3.2* 0,046 
Th2 cytokines    
IL-4 88.49 (±29.8) 25.32 (±12.1) N.S. 
IL-5 75.95 (±27.9) 3.31 (±3.2) 0,028 
IL-10 36.94 (±12) 12.9 (±4.4) 0,025 
IL-13 
119.76 
(±33.2) 
158.86 (±17.9) N.S. 
Others    
IL-9 76.15 (±29.8) 51.2 (±40.9) 0,021 
IL-17A 
279.96 
(±68.6) 
197.94 
(±103.1) 
0,006 
IL-22 
467.47 
(±104) 
275.73 (±68.2) 0,028 
IL-1β 
140.33 
(±38.8) 
67.07 (±43.8) N.S. 
	  
Tabla	  17.	  Valores	  en	  plasma	  de	  distintas	  citoquinas	  antes	  de	  SOTI	  (T0)	  
y	  al	  alcanzar	  la	  tolerancia	  (Tend).	  Los	  valores	  se	  muestran	  como	  medias	  
(±E.E.M.).	  *:	  La	  concentración	  de	  citoquina	  fue	  indetectable	  en	  más	  del	  
40%	   de	   las	   muestras.	   Se	   considera	   estadísticamente	   significativo	   un	  
valor	  de	  p<0,05.	  N.	  S.:	  no	  significativo	  (p>0,05). 
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A modo de resumen, podemos decir que los niños alérgicos 
presentan unos valores elevados de células Tem que empeñarían un 
papel clave en el desarrollo del proceso alérgico mediante la producción 
de citoquinas inflamatorias y la activación de otros tipos celulares como 
los basófilos. La administración oral de dosis crecientes del alérgeno 
(SOTI) consigue inducir tolerancia en la mayoría de los casos 
desensibilizando completamente a los niños tratados. Cabría esperar que 
la adquisición de tolerancia estaría mediada por profundos cambios en el 
sistema inmune. Sin embargo, nuestros datos revelan que no se 
producen cambios en la mayoría de poblaciones inmunitarias, y tan sólo 
se ven alterados los valores de unas subpoblaciones de linfocitos TCD4+ 
muy concretas. Los valores de Tem, aumentados en niños alérgicos, se 
normalizan tras el tratamiento SOTI recuperando niveles similares a los 
de controles no alérgicos. Además, identificamos una población de 
células CD38/ROneg que está muy disminuida en alérgicos y que se 
restablece tras SOTI, pudiendo constituir un marcador de tolerancia. La 
población Treg, que dado su carácter supresor podría ser clave en el 
control de las respuestas alérgicas, experimenta un aumento significativo 
con SOTI que además se correlaciona con la disminución de células 
efectoras asociadas al proceso alérgico (Tem y basófilos). Además de la 
normalización de los valores de estas células efectoras, observamos un 
aumento de IgG específica y una marcada disminución de los niveles 
plasmáticos de diversas citoquinas, lo cual podría ser responsable de la 
desaparición de síntomas o respuestas frente al alérgeno en los niños 
que han sido desensibilizados. 
 
 
 

  
 
 
 
 
  
Discusión  Rafael Correa Rocha 
 
126 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA 
  
Rafael Correa Rocha  Discusión 
 PAPEL DE LAS CÉLULAS TREG EN PATOLOGÍAS INMUNES DE LA INFANCIA  127 
5.  Discusión 
 
En esta memoria se ha estudiado una subpoblación de células 
TCD4+ con función supresora, que son las células Treg (5), analizando su 
papel en la homeostasis inmune durante la infancia. Sin embargo, la 
información que aporta el estudio aislado de una subpoblación inmune es 
muy limitado, por lo que en cada estudio se ha realizado un análisis 
exhaustivo de las distintas poblaciones inmunitarias. Esto ha permitido 
correlacionar los valores de Treg con los de otras poblaciones o 
parámetros inmunológicos y así establecer el efecto que la caída o 
aumento de Treg puedan tener sobre la homeostasis inmunológica.  
El estudio de cada una de las poblaciones inmunes se ha realizado 
mediante el uso de marcadores que identifican a cada uno de los tipos 
celulares, y equipos de citometría de flujo punteros que permiten el 
análisis simultaneo de hasta 10 marcadores distintos. Esto nos ha 
permitido determinar el fenotipo de un gran número de poblaciones 
inmunitarias a partir de una muestra mínima de sangre periférica, lo cual 
permite que las conclusiones obtenidas en esta memoria puedan ser 
llevadas a la práctica clínica fácilmente sin el uso de técnicas invasivas. 
Existen numerosos estudios en los que se mide el porcentaje o 
proporción de las distintas poblaciones inmunitarias. Sin embargo, la 
determinación del porcentaje no deja de ser una medida de proporción o 
frecuencia relativa al resto de las poblaciones; de tal manera que una 
bajada en el porcentaje de un determinado subtipo celular puede ser 
secundaria al aumento de otra población aunque la cantidad de ese 
subtipo celular no haya sufrido ninguna modificación. Por ello, en esta 
memoria se ha dado especial relevancia al número absoluto de las 
poblaciones inmunes, que es una medida más fiable de la cantidad de 
células en circulación, y por tanto de la capacidad inmunológica del 
individuo. 
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5.1.  Leucopenia en neonatos prematuros 
y valores aumentados de Treg 
 
El punto a lo largo de la gestación en el que el embrión comienza a 
desarrollar un sistema inmunitario competente se ha establecido en 
torno a la semana 20-24. Durante muchos años se ha asumido que las 
células T neonatales eran inmaduras, y que por tanto sus diferencias con 
respecto a adultos eran meramente cualitativas. Sin embargo, algunos 
autores han propuesto que el problema de las células T neonatales es 
estrictamente cuantitativo: los neonatos tendrían menos células T que 
los adultos (80). Varios autores han descrito valores de referencia para 
las subpoblaciones inmunitarias en niños desde el nacimiento (neonatos 
nacidos a término) hasta la adolescencia (81), aunque son pocos los 
estudios que han analizado estas poblaciones en neonatos prematuros 
(82, 83). La novedad del presente estudio con respecto a lo que existe en 
la literatura es que no solo se ha analizado el porcentaje de estas 
poblaciones, sino que también se ha determinado el número absoluto de 
prácticamente todas las subpoblaciones inmunes relevantes, incluyendo 
las células Treg. 
Nuestros resultados muestran algunas discrepancias entre los 
porcentajes obtenidos para alguna de las poblaciones y los porcentajes 
mostrados en otros estudios (82). Estas diferencias se deben 
probablemente al bajo número de muestras o de neonatos incluidos en 
algunos de estos estudios, o a diferencias en los protocolos usados para 
identificar estas poblaciones. Los resultados obtenidos en cuanto al 
número absoluto indican que los neonatos prematuros presentan una 
marcada leucopenia y linfopenia que podría ser crucial en la mayor 
incidencia de infecciones que experimentan. Observamos que los 
granulocitos, y sobre todo los neutrófilos, estaban muy disminuidos en el 
grupo de prematuros. La media del recuento de neutrófilos, que se 
considera una de las principales defensas frente a infecciones, fue 3,8 
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veces inferior en prematuros que en los neonatos nacidos a término. La 
neutropenia se ha correlacionado con un aumento en la incidencia de 
sepsis neonatal (84), y un estudio reciente establece una asociación 
directa entre la neutropenia y la aparición de sepsis temprana y muerte 
en niños prematuros o de muy bajo peso al nacer (85). Por tanto, la 
neutropenia observada en el grupo de prematuros podría constituir uno 
de los factores responsables de la mayor incidencia de sepsis neonatal 
en niños prematuros. 
En neonatos prematuros, también encontramos valores absolutos 
disminuidos de células B, NK, TCD4+ y TCD8+. Estas poblaciones son 
esenciales en las respuestas inmunes innatas y adaptativas, y juegan un 
papel clave en la coordinación y regulación de las respuestas de otras 
poblaciones inmunitarias. Se ha descrito que en neonatos que presentan 
sepsis neonatal e infecciones recurrentes existe una deficiencia en la 
citotoxicidad de las células NK (86), que podría estar asociada al bajo 
número que encontramos para esta población. Otra de las poblaciones 
que apareció disminuida en prematuros son los monocitos, que son 
cruciales como células presentadoras de antígeno, por lo que su bajo 
número también contribuiría a una deficiencia en la activación y función 
de los linfocitos T. Al analizar las proporciones de linfocitos observamos 
que el porcentaje de linfocitos TCD4+ y TCD8+ es incluso mayor en 
prematuros. Estos resultados coinciden con lo publicado en varios 
estudios que muestran porcentajes de linfocitos más altos en neonatos 
(87) y prematuros (82, 83) que en niños o adultos. Los porcentajes 
aumentados en estas poblaciones podrían hacer pensar que los 
neonatos prematuros poseen una capacidad inmunológica similar a la de 
los nacidos a término. Sin embargo, al analizar los recuentos absolutos 
observamos que las distintas poblaciones de linfocitos están muy 
disminuidas en el grupo de prematuros. Por tanto, a la vista de nuestros 
resultados parece probable que los neonatos prematuros van a tener 
una capacidad inmunológica muy disminuida que les puede hacer más 
susceptibles a las infecciones. 
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Una de las posibles explicaciones a los bajos recuentos de linfocitos T 
que encontramos en prematuros, sería que estos niños presenten una 
deficiencia en la producción tímica de estas células. Sin embargo, al 
analizar la función tímica no encontramos diferencias entre los grupos en 
cuanto al contenido de TRECs, y la proporción de TCD4+ RTE y TCD8+ 
RTE fueron comparables en ambos grupos. De hecho, se ha descrito que 
el timo es funcional desde etapas muy tempranas de la gestación (88). 
Por tanto, la función tímica y la producción de nuevas células T sería 
similar en neonatos prematuros y nacidos a término, y la deficiencia de 
linfocitos T observada no sería debida a una menor producción tímica 
de estas células. 
Otro de los mecanismos que podrían estar detrás de la linfopenia 
observada es una desregulación de las señales químicas (citoquinas) que 
participan en la homeostasis de estas células. En el grupo de neonatos 
prematuros observamos una deficiencia de IL-7 en plasma que también 
ha sido descrita por otros autores en neonatos de bajo peso al nacer 
(89). La IL-7 es una citoquina esencial para la supervivencia de linfocitos 
T, especialmente para aquellas células naive que acaban de salir del timo 
(RTEs). De hecho, la proporción de RTEs en neonatos y en cordón 
umbilical es mucho mayor que en sangre periférica de adultos (73), y 
muestran una mayor proliferación en respuesta a IL-7 que otros 
linfocitos T presentes en periferia (72).  También se ha descrito que la 
supervivencia de los linfocitos inmaduros de cordón umbilical es muy 
limitada, y su viabilidad es mucho más dependiente de IL-7 que la de 
células T naive o memoria en periferia (75). Además de la concentración 
más baja de IL-7 en plasma, también observamos que las células de 
prematuros presentaban una menor expresión del receptor IL-7Rα  
para esta citoquina. Observamos que existía una correlación entre la 
frecuencia de IL-7Rα y los valores absolutos de RTEs y de linfocitos T, lo 
que indica que a menor expresión de IL-7Rα menos cantidad de células, 
probablemente porque la falte del receptor podría limitar su 
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supervivencia. IL-7Rα ha demostrado ser crucial en la diferenciación de 
linfocitos T, y una deficiencia parcial de este receptor es suficiente para 
abrogar el desarrollo de células T y causar una inmunodeficiencia 
combinada severa (71). Por tanto, los recuentos inferiores en 
prematuros de linfocitos T, y en especial de RTEs, podrían ser una 
consecuencia de concentraciones inferiores de IL-7 en plasma y una 
menor expresión por parte de las células del receptor IL-7Rα. La 
reducción en el número de RTEs comprometería seriamente la 
generación de un repertorio adecuado de células T capaz de montar una 
respuesta inmunitaria adecuada frente a los potenciales patógenos, y 
podría estar relacionado con la menor respuesta a las inmunizaciones 
descritas en niños prematuros (90). En condiciones de linfopenia, la IL-7 
se ocupa de mantener la proliferación homeostática de los linfocitos T 
periféricos promoviendo la expansión de células T para compensar la 
linfopenia (91, 92). Desconocemos si este mecanismo sería también 
capaz de compensar la linfopenia observada en neonatos, pero en el 
caso de prematuros este mecanismo se verá comprometido al 
presentar valores disminuidos de IL-7 y de IL-7Rα. 
Otro factor que podría estar implicado en la linfopenia sería el hecho 
de haber encontrado valores superiores de células Treg en los 
neonatos prematuros. Como se ha comentado previamente, las Treg 
ejercen un papel regulador sobre las células inmunitarias suprimiendo la 
proliferación de células T naive, la función efectora de TCD4+ y TCD8+ 
diferenciadas, y la función de células B, NK, macrófagos y células 
dendríticas (9). Estudios recientes demuestran que durante la gestación 
se produce un aumento en el número de Treg que favorece la tolerancia 
materno-fetal (93). Mold et al. (46) demostraron que una cantidad 
substancial de células maternas atraviesan la placenta para residir en 
los ganglios linfáticos fetales, induciendo el desarrollo de células Treg que 
suprimen la inmunidad fetal frente a las células maternas. Este hecho 
podría explicar la presencia de valores altos de Treg en neonatos y la 
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correlación negativa entre la frecuencia de Treg y la edad gestacional. 
Los valores de Treg estarían aumentados durante la gestación y a 
medida que se aproxima el final de la misma, estos valores van 
disminuyendo progresivamente para normalizarse al nacer. De hecho, 
hemos observado que el porcentaje y los valores absolutos de Treg en 
neonatos prematuros y nacidos a término son superiores a los valores 
reportados en la literatura para niños (81) y adultos (94). La presencia 
de valores incrementados de Treg en neonatos prematuros podría jugar 
un papel protector en la tolerancia meterno-fetal, pero podría tener un 
efecto secundario inhibiendo la supervivencia y la proliferación de 
linfocitos y otros poblaciones inmunitarias. Además, a diferencia del resto 
de linfocitos T, las Treg no requieren IL-7 (95) y de hecho no expresan 
apenas IL-7Rα (64). Por tanto, la baja concentración de IL-7 en 
prematuros no afectaría a la supervivencia ni a la frecuencia de Treg, a 
diferencia de las otras poblaciones de linfocitos T. 
Nuestros resultados nos permiten concluir que los neonatos 
prematuros presentan recuentos de las diferentes poblaciones inmunes 
muy inferiores a los neonatos nacidos a término. Esta leucopenia afecta 
a todas las subpoblaciones de granulocitos y linfocitos, que son 
esenciales para el correcto desarrollo de las respuestas inmunológicas. 
La mayor frecuencia de células Treg, junto con los valores disminuidos de 
IL-7 plasmática y de su receptor IL-7Rα en las células probablemente 
estén contribuyendo a la leucopenia o linfopenia observada. Además, esta 
deficiencia no se limitaría al momento del parto, ya que varios estudios de 
seguimiento en neonatos prematuros muestran que la linfopenia se 
prolonga hasta 7 meses después del nacimiento (90), lo cual podría 
estar correlacionado con la alta incidencia de sepsis en estos neonatos 
prematuros (40). 
Históricamente, la detección de inmunodeficiencia en neonatos se 
guiaba por la presencia o ausencia de ciertos tipos de infección. El 
identificar neonatos que presenten una marcada deficiencia de linfocitos 
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antes de que desarrollen las secuelas podría permitir a los clínicos tomar 
medidas preventivas y reducir la mortalidad drásticamente. Los valores 
de referencia mostrados en esta Tesis podrían ser de utilidad para los 
neonatólogos en esta tarea. Terapias como el trasplante de células 
madre, o tratamientos que han demostrado su eficacia frente a la 
neutropenia o la inmunodeficiencia combinada severa (96) podrían 
acelerar el desarrollo inmunitario en aquellos neonatos con mayor 
deficiencia inmune y reducir en gran medida la mortalidad asociada a 
infecciones en los neonatos prematuros. 
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5.2.  Disfunción tímica y desregulación 
inmune en niños con síndrome de 
DiGeorge 
 
El síndrome de la delección 22q11.2 se asocia con varios grados de 
linfopenia variando desde una inmunodeficiencia profunda hasta una 
inmunidad normal. En esta Tesis hemos descrito que, incluso los niños 
con SDG que no manifiestan ningún signo clínico de desórdenes inmunes, 
presentan alteraciones y una marcada desregulación de la homeostasis 
inmunológica. La deficiencia en la función tímica y la consecuente 
linfopenia podrían alterar el correcto desarrollo inmunitario y 
comprometer la integridad de la inmunidad en la edad adulta. 
Se ha descrito que la mayoría de niños con SDG presentan una 
hipoplasia tímica, lo cual ha sido confirmado midiendo el volumen tímico y 
mediante el uso de marcadores de producción tímica (97). En este 
estudio observamos que la producción tímica de nuevas células T 
(cuantificada como valores de sj-TREC y β-TREC) es muy inferior en niños 
con SDG que en controles sanos, lo cual coincide con otros estudios (51, 
52, 97). Cabe destacar que según nuestros resultados, los niños SDG 
tienen una menor producción total de nuevas células T pero la función 
tímica en el tejido que conservan parece ser normal (65). Es decir, los 
pacientes SDG asintomáticos tendrían menor cantidad de tejido tímico 
pero el tejido que poseen sería estructuralmente y funcionalmente 
normal. Este hecho podría constituir una diferencia relevante entre los 
niños sintomáticos y asintomáticos. En tal escenario, la menor 
producción tímica seria responsable de los valores de linfocitos T más 
bajos observados en el grupo SDG, pero estos niños no presentarían 
alteraciones en otras poblaciones inmunitarias como células B, NK, 
neutrófilos, monocitos o granulocitos. 
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El mantenimiento del pool de células T en periferia se consigue 
debido a la renovación de las células T periféricas y a la producción 
tímica, que proporciona nuevas células al pool de linfocitos T en 
circulación (31, 33, 98). La involución tímica asociada a la edad hace que 
la producción de nuevas células sea menor, y para evitar que disminuya 
la cantidad total de células existe un mecanismo homeostático que 
persigue mantener el tamaño de la población de células T naive mediante 
la  expansión periférica de las mismas (75, 99). En los niños con SDG no 
encontramos evidencias de un mecanismo compensatorio para la 
población TCD8+. Los valores absolutos de células TCD8+, sobre todo 
las de fenotipo naive, fueron muy inferiores a los de niños sanos, pero no 
hallamos signos de una mayor expansión periférica ni cambios en la 
proporción de los distintos estados de diferenciación en la población 
TCD8+ con respecto a controles. Sin embargo, en la población TCD4+ 
de niños SDG sí observamos evidencias de una mayor historia 
proliferativa en la población TCD4+ naive (reflejada en un menor 
porcentaje de células CD31+ (68)). Uno de los mecanismos 
homeostáticos responsables de mantener el pool de células naive es el 
estímulo a través de la IL-7. Las células TCD4+ naive expresan de forma 
constitutiva el receptor IL-7Rα (100), y la IL-7 ha demostrado inducir la 
proliferación y aumentar la supervivencia de estas TCD4+ naive. Es 
interesante indicar que, la proliferación inducida por IL-7 en células naive 
no induce su diferenciación hacia células memoria, con lo cual se 
asegura la preservación de su fenotipo naive (75). Acorde con esto, 
observamos que la mayoría de las células TCD4+ naive de los niños 
sanos expresaban de forma constitutiva IL-7Rα. Sin embargo, en los 
niños SDG la proporción de células naive que expresaban este receptor 
era mucho menor. Se ha descrito que una deficiencia parcial de IL-7Rα 
puede ser suficiente para abrogar el desarrollo de las células T (71), lo 
cual explicaría por qué los niños con SDG no son capaces de recuperar o 
de mantener el tamaño de la población TCD4+. La menor expresión de 
IL-7Rα  podría favorecer la proliferación homeostática de las células 
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TCD4+ naive pero provocando su diferenciación a células memoria, que 
ha demostrado ser posible sin la necesidad de presentar un antígeno 
(101, 102). Además, varios estudios demuestran que la extirpación 
completa del timo que se practica durante la cirugía para corregir 
problemas cardiacos (103) produce un envejecimiento prematuro o 
senescencia del sistema inmunitario. De forma similar, las células 
TCD4+ generadas en niños SDG mediante proliferación homeostática 
podrían ser más senescentes comprometiendo la supervivencia y la 
funcionalidad de estas células en la edad adulta. Este hecho fue 
confirmado por el trabajo de Pilliero et al. en el que muestran que los 
adultos con SDG presentan valores absolutos de células T similares a los 
de individuos sanos, pero estas células sufren una mayor conversión de 
fenotipo naive a memoria, tienen telómeros más cortos y presentan un 
déficit en la variabilidad del repertorio TCR (52). 
Como se ha mencionado previamente, las células Treg son clave en 
la homeostasis inmunológica (5), pero dado que esta población también 
proviene del timo podría estar alterada en los pacientes con SDG. 
Efectivamente, nuestros resultados muestran que los niños con SDG 
presentan recuentos de Treg muy inferiores a los de niños sanos, sobre 
todo de Treg con fenotipo naive, y la disminución de Treg se 
correlacionaba directamente con la menor producción tímica en estos 
niños. La disminución de Treg naive no estaría asociada a una menor 
expresión de IL-7Rα ya que las Treg de forma constitutiva tienen una 
expresión muy baja de este receptor (64), y su supervivencia no depende 
de IL-7 (95). Además, en los niños SDG observamos que el balance Treg-
naive/Treg-activada estaba invertido en comparación a controles. La 
cantidad de células Treg está en un estricto equilibrio con la cantidad de 
células TCD4+ activadas que producen IL-2, con el fin de controlar la 
expansión de células T durante las respuestas inmunológicas y prevenir 
por tanto los procesos autoinmunes o linfoproliferativos (104). Por tanto, 
el incremento de células TCD4+ activadas debido a la expansión 
periférica también favorecería la activación de Treg en un intento de 
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controlar la expansión periférica de estas células T. Este hecho viene 
confirmado por la correlación encontrada en niños con SDG entre la 
frecuencia de Treg activadas y de TCD4+ activadas, que sin embargo, no 
aparece en niños sanos. Se ha descrito un fenómeno similar en 
pacientes infectados por el VIH con recuentos bajos de CD4, en los que 
aparecía una mayor proliferación de células Treg y una mayor 
diferenciación de estas Treg hacia un fenotipo activado o memoria (105). 
Varios trabajos indican que las células Treg memoria (CD45RA−) pueden 
adquirir un fenotipo de célula Th17 expresando RORγδ y secretando IL-
17 (106-108), y en comparación a las Treg naive, presentan un mayor 
grado de metilación en el locus Foxp3 que favorece la perdida de su 
capacidad supresora (107, 109). Por tanto es importante indicar que, la 
prevalencia de un fenotipo activado o memoria en la población Treg 
podría comprometer el papel homeostático de estas células, lo cual 
podría guardar relación con la mayor incidencia de enfermedades 
autoinmunes en los pacientes con SDG. De hecho, Laakso et al. han 
demostrado que en pacientes con poliendocrinopatia autoinmune-
candidiasis-distrofia ectodérmica (APECED) la población Treg naive 
mostraba un recambio o “turnover” acelerado y una mayor diferenciación 
hacia un fenotipo activado que disminuía la capacidad supresora y el 
control de la enfermedad autoinmune por parte de las Treg (110). 
Por tanto, podemos concluir que los niños con SDG, a pesar de la 
ausencia de síntomas clínicos, presentan un déficit de linfocitos T y una 
desregulación homeostática en la población TCD4+. En consecuencia, 
dado que la expansión periférica de células TCD4+ puede estar 
favoreciendo su conversión a un fenotipo memoria o activado, que es 
más susceptible a la apoptosis (111), los valores absolutos de células 
TCD4+ y el total de linfocitos T estaría reducido en estos niños en 
comparación con controles sanos. Una consecuencia del intento de 
recuperar los recuentos de células T a base de una mayor proliferación 
homeostática sería que el repertorio de especificidades será menos 
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diverso que si las células hubieran sido generadas en el timo. Además la 
mayor historia proliferativa en estas células inmunitarias podría 
conducirlas a un envejecimiento prematuro o senescencia que les haría 
perder su capacidad funcional. La desregulación en la población TCD4+ 
también favorecería la diferenciación de Treg a un fenotipo 
memoria/activada que comprometería la capacidad supresora de estas 
células. El conjunto de todos estos factores podría tener un efecto muy 
negativo sobre el sistema inmunológico y su homeostasis, y podría ser 
responsable de la mayor incidencia de infecciones e enfermedades 
autoinmunes en estos pacientes (49, 53). 
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5.3.  Mecanismos inmunológicos 
implicados en la inducción de 
tolerancia en niños alérgicos 
 
En este estudio mostramos que un protocolo SOTI con dosis 
crecientes de huevo fue capaz de inducir tolerancia en la mayoría de 
niños enrolados en el estudio. Al alcanzar la tolerancia los niños alérgicos 
experimentaron una marcada disminución en el porcentaje y número 
absoluto de células CD4+ Tem. Estas células Tem tienen una función 
efectora inmediata y pueden producir rápidamente mediadores 
inflamatorios como las citoquinas de tipo Th2 IL-4 e IL-5 (112), jugando 
un papel clave en alergias alimentarias (113). Por tanto, el descenso en 
la frecuencia de Tem podría constituir un signo de la desensibilización al 
alérgeno. Estos resultados concuerdan con otros estudios donde se 
observa un descenso de células CD4+ Tem en un modelo murino de 
tolerancia oral a OVA (114). 
Por otro lado, en todos los niños que alcanzaron la tolerancia 
observamos un marcado incremento en el número absoluto de una 
subpoblación definida como CD38/ROneg. La molécula CD38 ha sido 
considerada como un marcador de activación en células TCD4+ 
humanas, y el aumento de la población CD4+HLA-DR+CD38+ se ha 
asociado a una mayor hiperactivación inmune (115). Sin embargo, la 
población que hemos hallado asociada a la tolerancia era negativa para 
los marcadores CD45RO y HLA-DR. Scalzo-Inguanti et al. (116) han 
descrito recientemente una nueva subpoblación de linfocitos T que no se 
ajusta a los paradigmas de un fenotipo naive ni memoria, y que 
correspondería a esta población CD38/ROneg que encontramos en 
nuestro estudio. Estas células son hipo-proliferativas y no adquieren una 
capacidad efectora completa tras la estimulación a través del TCR, 
permaneciendo en un estado “estático”. Adicionalmente, estas células 
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CD38+ han mostrado una tendencia a secretar IL-13, pero no otras 
citoquinas Th2 como la IL-4 o IL5 (116). ¿Cuál sería el origen de estas 
células? El incremento observado en el número absoluto de RTEs tras 
SOTI (consideradas un marcador de producción tímica (68)), y la 
correlación positiva entre los recuentos de células CD38/ROneg y de 
TCD4+ RTEs apuntan a una probable generación de novo de estas 
células por parte del timo. Por tanto, proponemos que la terapia SOTI 
induce cambios en la homeostasis inmune que aumenta la renovación de 
la población TCD4+ por el timo, cuya función estaría preservada en 
niños. En la presencia de los antígenos del huevo, las nuevas células T 
experimentarían la selección negativa que se da en el timo y que asegura 
la selección de clones “no-reactivos”, adquiriendo este nuevo fenotipo “no-
reactivo” y reduciendo las respuestas inmunológicas frente al alérgeno. 
La aparición de un fenotipo hipo-proliferativo podría estar 
relacionada con la adquisición de tolerancia dado el carácter “estático” o 
no-reactivo de estas células. De hecho, observamos que la frecuencia y 
valores absolutos de células CD38/ROneg en niños alérgicos (T0) era 
muy inferior al encontrado en el grupo de controles sanos. Sin embargo, 
después de SOTI estos valores se normalizaron alcanzando niveles 
comparables a los de controles, lo que apunta a una posible asociación 
entre la presencia de este fenotipo no-reactivo y la tolerancia al alérgeno. 
Como se menciona en el apartado 4.3.2 de resultados, los 3 niños que 
no alcanzaron una tolerancia completa mostraron una reducción tanto 
en la proporción como en el recuento de CD38/ROneg entre T0 y la 
última muestra obtenida, lo que indica que esta población podría 
constituir un marcador fiable de desensibilización. Sin embargo, el alto 
grado de éxito con estas terapias hace que no tengamos datos en un 
suficiente número de pacientes no desensibilizados para sacar 
conclusiones definitivas. Serían necesarios otros estudios en grandes 
cohortes de niños incluyendo grupos placebo, para determinar si la 
ausencia de una recuperación de CD30/ROneg constituye un marcador 
predictivo de pacientes en los que la terapia SOTI no conseguirá la 
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desensibilización. También observamos que los niños alérgicos 
presentaban un mayor porcentaje y número absoluto de células Tem que 
los controles, y después de SOTI estos valores volvieron a niveles 
comparables a los observados en niños no alérgicos, lo cual podría estar 
asociado con una disminución de las respuestas alérgicas.  
Uno de los mecanismos que podría estar detrás de la disminución de 
las células efectoras es la capacidad supresora de las Treg. Estudios 
tanto en humanos como en modelos animales demuestran que los 
procesos alérgicos se deben a una respuesta inmunológica aberrante 
mediada por células TCD4+ de tipo Th2, y las Treg han demostrado ser 
cruciales en el control de las repuestas alérgicas al suprimir las células T 
efectoras alérgeno-específicas (61). Los resultados muestran que la 
tolerancia alcanzada tras SOTI se acompaña de un aumento en la 
frecuencia y cantidad de Treg. Coincidiendo con estos resultados, 
existen trabajos que indican que la inmunoterapia con aero-alérgenos o 
venenos se asociaba con la inducción de tolerancia periférica en las 
células T debido a la generación de Treg que secretaban citoquinas 
supresoras como IL-10 y TGF-β (61). Se sabe poco sobre cómo se 
generan exactamente estas Treg. Las células Treg se generan 
normalmente en el timo pero también pueden ser inducidas en periferia 
mediante la diferenciación de células T convencionales (llamándose iTreg) 
(79). En este estudio se observa un ligero aumento en el número de Treg 
naive y por tanto, no se puede excluir que un aumento en la producción 
tímica sea el origen de las Treg generadas. Sin embargo, el aumento de 
Treg fue más marcado en la población de Treg efectoras, lo cual apunta 
a una inducción periférica de Treg a partir de Treg naive, o incluso de 
TCD4+ naive que no son Treg mediado por una presentación antigénica 
subinmunogénica (79). De hecho, estudios en modelos murinos 
muestran que la administración de ovoalbúmina oralmente inducía la 
generación de células iTreg OVA-específicas sin generar células T 
efectoras (117). Por tanto SOTI podría favorecer la generación de iTreg 
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antígeno-específicas sin un aumento concomitante de la diferenciación o 
activación de células TCD4+ efectoras.  
Como se indica en resultados, se ha descrito que la respuesta 
inmune frente a alérgenos en individuos sanos o alérgicos es el resultado 
del equilibrio entre Treg y células T efectoras, y un cambio en la población 
dominante puede conducir al desarrollo de alergias o bien a la 
adquisición de tolerancia (61). La adquisición de tolerancia tras SOTI se 
asoció con un aumento significativo del ratio Treg/Tem hasta valores 
comparables a los de niños no alérgicos. Además, se observó que este 
aumento de Treg y bajada de Tem también se correlacionó con una 
disminución en la cantidad de basófilos, que es otra de las células 
efectoras implicadas en los procesos alérgicos. Las correlaciones 
encontradas entre el aumento de Treg y la disminución de células 
efectoras indican que las Treg podrían ser responsables de la 
disminución de las respuestas alérgicas y de la desaparición de los 
síntomas en niños desensibilizados. Este hecho estaría apoyado por 
estudios que demuestran que la depleción de células Treg previa a un 
cultivo in vitro aumenta de forma marcada la expansión de células T 
efectoras antígeno-específicas provenientes de niños alérgicos (118). 
Por último, otros factores implicados en los procesos alérgicos, y que 
se relacionan estrechamente con la presencia de células efectoras, son 
los niveles de citoquinas en plasma y de moléculas IgE e IgG 
específicas. La adquisición de tolerancia se acompaña frecuentemente 
de una disminución en los niveles de IgE específicas y un aumento de 
IgG4 (57, 58). Las células CD38/ROneg, que recuperan sus valores con 
SOTI, han mostrado ser la principal fuente de IL-13 en experimentos in 
vitro (116), y se sabe que la IL-13 induce la producción de IgG4 y el 
cambio de isotipo de IgE en células B (119). En este estudio no hemos 
medido valores de IgG4 específicas, pero sí observamos un aumento 
significativo de IgG total frente a la clara de huevo entre TO y Tend. 
Además, encontramos una correlación directa entre los valores de esta 
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IgG frente a clara y el número absoluto de células CD38/ROneg, que 
podría deberse a la producción de IL-13 descrita en esta población 
(116). De hecho, la IL-13 fue la única citoquina que mostraba una 
tendencia a estar incrementada al finalizar SOTI, mientras que  la 
mayoría de las otras citoquinas analizadas mostraron una reducción. La 
menor cantidad en plasma de estas citoquinas podría estar relacionada 
con la reducción en la cantidad de células Tem que serían reemplazadas 
por células con fenotipo CD38/ROneg, que han mostrado tener una 
capacidad reducida de producir IFN-γ, TNF-α, IL-4 e IL-5 (116). La 
reducción en la presencia de citoquinas como la IL-10 e IL-5, que son 
cruciales en las alergias alimentarias (113, 120), y de otras citoquinas 
implicadas en las respuestas alérgicas (121) estarían contribuyendo a la 
desaparición de síntomas y a la adquisición de tolerancia. El protocolo de 
desensibilización probablemente induce cambios principalmente en las 
células inmunes antígeno-específicas, que serían responsables de la 
desaparición de las respuestas inmunológicas adversas frente al 
alérgeno en cuestión. La frecuencia de estas células alérgeno-específicas 
en sangre es de 0,05-0,005%, por tanto los cambios observados en las 
subpoblaciones totales de linfocitos y en los niveles de citoquinas o 
inmunoglobulinas no pueden deberse únicamente a diferencias en las 
poblaciones antígeno-específicas. Por ello, pensamos que SOTI también 
puede inducir cambios en la homeostasis inmunológica o en los niveles 
de citoquinas haciendo que los cambios también se reflejen en la 
población total de linfocitos presentes en sangre periférica. 
Podemos concluir que el protocolo SOTI consigue inducir la 
tolerancia en niños alérgicos. En estos niños se observa una reemplazo 
de las células Tem por una población de células CD38/ROneg hipo-
proliferativa que podría reflejar una reducción de las respuestas 
alérgicas y constituir un marcador de desensibilización. Pensamos que la 
prevalencia de esta población CD38/ROneg podría estar implicada en la 
tolerancia a alérgenos en los niños sanos, ya que los niños alérgicos 
presentaron valores muy inferiores. Entre los mecanismos que podrían 
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ser responsables de la disminución de células efectoras y la desaparición 
de síntomas, pensamos que las células Treg son cruciales en este 
proceso. La inducción de tolerancia tras SOTI se asoció a un incremento 
de células Treg que participarían en el control de las células efectoras y 
la consiguiente reducción de síntomas. Los hallazgos de este estudio 
contribuyen a un mejor entendimiento de los mecanismos inmunológicos 
que están detrás de los procesos alérgicos; y las poblaciones 
identificadas, fácilmente cuantificables en sangre periférica, pueden ser 
de utilidad como marcadores predictivos de tolerancia y en el 
seguimiento clínico de pacientes alérgicos.  
 
A modo de resumen, los resultados obtenidos en esta Tesis indican 
que la población de células Treg se constituye precozmente durante la 
gestación, ya que juegan un papel clave en la tolerancia-materno fetal. 
Sus valores van disminuyendo al final de la gestación, pero los valores 
aumentados presentes en neonatos prematuros podrían contribuir a la 
marcada leucopenia y linfopenia observada en estos niños, y que es 
probablemente responsable de la alta incidencia de infecciones en estos 
neonatos. Una disfunción tímica, como la que se de en niños con SDG, 
conlleva una marcada caída en la cantidad de Treg, que puede 
comprometer el papel homeostático de estas células y  favorecer la 
aparición de procesos autoinmunes. Por último, los datos demuestran el 
papel clave que juegan estas células en la tolerancia y procesos 
alérgicos. La desensibilización mediante inmunoterapia oral en niños 
alérgicos se relacionó con un marcado aumento de Treg, que se 
correlacionó con una caída de las células efectoras implicadas en los 
procesos alérgicos y probablemente contribuya a la desaparición de los 
síntomas de la alergia. 
Con todo ello, podemos concluir que la población Treg juega un papel 
clave en la homeostasis inmunológica durante la infancia. La deficiencia 
de Treg puede conllevar alteraciones en la homeostasis que podrían 
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desencadenar procesos patológicos como las enfermedades 
autoinmunes. Mientras que la respuesta adecuada de estas células 
puede contribuir a resolver otras patologías como las alergias 
alimentarias. Estos hallazgos abren una nueva ventana al uso de terapias 
potenciadoras de la población Treg para resolver patologías como la 
alergia, enfermedades autoinmune o rechazo a trasplantes en niños. 
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6.  Conclusiones 
 
1) Los neonatos prematuros presentan una marcada leucopenia y 
linfopenia que podría deberse a una deficiencia de IL-7 y a una menor 
expresión de su receptor por parte de las células. Esta 
inmunodeficiencia podría ser responsable de la alta incidencia de 
infecciones en estos niños. 
 
2) Las células Treg juegan un papel clave durante la gestación en la 
tolerancia materno-fetal, y sus valores están aumentados en 
prematuros. Dado su efecto supresor, los valores aumentados de 
esta población también podrían contribuir a la leucopenia y 
linfopenias observas en estos niños. 
 
3) La disfunción tímica presente en niños con síndrome de DiGeorge es 
responsable de una marcada deficiencia de linfocitos T y también de 
células Treg. Los mecanismos homeostáticos que intentan 
recuperar esta población conducen a una diferenciación de células 
TCD4+ naive y de células Treg naive, que podrían favorecer el 
envejecimiento del sistema inmune y una pérdida parcial de su 
capacidad funcional. 
 
4) La inmunoterapia oral en niños alérgicos al huevo consigue inducir 
tolerancia. La desensibilización se asoció a una caída de células 
TCD4+ efectoras y a la recuperación de una nueva subpoblación de 
células TCD4+ con un fenotipo hipo-proliferativo o estático. 
 
5) La inducción de tolerancia en niños alérgicos también se asoció con 
un marcado aumento de células Treg que podrían ser responsables 
del control de células efectoras, y que conduciría a la desaparición de 
los síntomas. 
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Conclusions 
 
1) Preterm neonates show a marked leukopenia and lymphopenia, 
which could be due to a deficiency of IL-7 and the impaired expression 
of its receptor in T cells. This immunodeficiency could be responsible 
of the high incidence of infections in these newborns. 
 
2) Treg cells play a crucial role during pregnancy maintaining the 
maternal-foetal tolerance, and their values are increased in preterm 
infants. Due to the suppressive capacity of these cells, the increased 
values of Treg could also contribute to the leukopenia and 
lymphopenia observed in these neonates. 
 
3) The thymic impairment present in children with DiGeorge syndrome 
is responsible of a marked T-cell deficiency that also affects to Treg 
cells. The homeostatic mechanisms that try to recover the T-cell 
population leads to the differentiation of naïve CD4+ T cells and naïve 
Treg cells, which could favours the premature ageing of the immune 
system and a partial loss of its functional capacity. 
 
4) The oral immunotherapy in egg allergic children induces the 
tolerance to the antigen. The desensitization was related to a drop of 
effector CD4+ T cells and the recovery of a new subset of CD4+ t 
cells with a hypo-proliferative or static phenotype. 
 
5) The tolerance induction in allergic children was also related with a 
marked increase of Treg cells that could be responsible of the control 
of effector T cells, which would lead to the disappearance of 
symptoms. 
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